










4.  Co‐extraction  of  lignin  carbohydrate  complexes  is  often misstated  as  a  proof  of  covalent  
     linkages. 





































































































protein  primary  structure  and  changes  in  system  conditions.  Protein  primary  structure was 





enzyme selectivity. The enzyme selectivity,  i.e.  the  relative hydrolysis  rate constants  towards 








to  the changes  in mechanism, different amounts of  inhibitory peptides  for  the protease 
were proposed to be present in the hydrolysates, leading to various DHmax,exp. Based on these 
findings,  a model  to  predict  the DHmax,exp  of  hydrolysis  of  any  given  protein  by  any  specific 
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hydrolysis  versus  time,  (phenomenological)  kinetic models  are  used. Other  studies  focus  on 
investigating the molecular interactions between proteins and proteases. In proteomics studies, 














Several methods  are  used  to  determine  the DH,  e.g.  pH‐stat,  trinitrobenzenesulphonic  acid 





product  3.  In many kinetic  studies, a modified kinetic model based on  the Michaelis‐Menten 
model  was  developed  to  describe  the  experimental  hydrolysis  curves  4‐7.  Although  the 
GENERAL INTRODUCTION 
3 
experimental  hydrolysis  curves were  fitted  nicely  by  those  phenomenological models,  they 
cannot  identify  the mechanisms  that  determine  the  final  DH  reached  by  a  hydrolysis.  Two 
characteristics of the hydrolysis are shown in the hydrolysis curve: the extent of hydrolysis (the 
plateau value) and the rate of hydrolysis. For hydrolysis of a given protein by a specific protease, 
the  theoretical maximum degree of hydrolysis  (DHmax,theo) can be estimated based on  the AA 





(1)    % 
bonds peptide#
CS#%DH theomax, 100  
#CS refers to the number of CSs of the protease on the substrate protein and the #peptide bonds 
refers to the number of peptide bonds of the substrate protein. In literature, in many cases, the 
reported experimental maximum degree of hydrolysis  (DHmax,exp) did not  reach  the DHmax,theo, 




extent of hydrolysis  cannot be  solely estimated by  the AA  sequence of  the protein  and  the 
specificity of the protease. One possible explanation for this could be that the protease did not 


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































contained  8  binding  site  positions  (P4‐P4’)  1.  According  to  this  theory,  an  unfavourable 

























different AAs on  the P2’ or P3’ positions, were determined  30. By altering  the AA on  the P2’ 























































Table  1.2: Overview of  studies  that  investigated  the  effect of  system  conditions,  i.e.  temperature, pH, 
enzyme to substrate ratio (E:S) and protein concentration, on the extent of protein hydrolysis.  








protein  Alcalase  50  8 
720 
(mAU/g)  47  1713  4 
Bovine 
hemoglobin  Alcalase 
3555   7  20 (mAU/g)  2.5  1323 










25  78.5  1:106  100  9.57  12 2550  8.5  1:106  100  7.13.9 
Whey protein 
isolate 
Alcalase  40  8  1:100   10300  2313  40 
BLP  40  8  1:100  1100  136  37 
BLP  40  79  1:100   50  49  38 













the angiotensin‐I converting enzyme  (ACE)  41, a protease which  is crucial  in  the  regulation of 
blood pressure. Inhibitory peptides for ACE were identified in the hydrolysates of proteins from 


































Neutrase  3.4‐11.8  0.55‐2.14 mg/mL for 3 nM DPP‐IV  46 
Trypsin  7.0‐13.5  0.62‐1.59 mg/mL for 3 nM DPP‐IV  47 









would  indicate  that  if the hydrolysate composition of a hydrolysis  is changed,  the amount of 
inhibitory peptides might be different, resulting in a different DHmax,exp value. Differences in the 
hydrolysate composition can be obtained by modifying  system conditions, e.g.  the  substrate 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































chromatography  (SEC). The overview of  the changes  in protein structure due  to  the Maillard 
reaction or heating, and the commonly used detection techniques for these structural changes 
and the reaction markers, were summarised based on information provided in literature 61, 62, 75, 





Figure 1.3: Overview of  the protein structural changes due  to  the Maillard  reaction or heating, and  the 
typically used techniques for the detection of these structural changes and the reaction markers, adapted 











































effects  of modifications  on  protein  primary  structure  and  changes  in  system  conditions.  To 
achieve this, it is necessary to identify the mechanisms that determine the DHmax,exp. In Chapter 
2, the effects of modifications on protein primary structure (through glycation) on the DHmax,exp 
of hydrolysis by proteases with different primary and  secondary  specificity are described.  In 






peptides  is  tested.  In Chapter 6,  the quantitative peptide analysis  is also used  to  follow  the 
glycation kinetics of individual peptides in protein hydrolysates. In Chapter 7, the industrial and 
societal relevance of this thesis, i.e. the risk analysis and technology assessment, is discussed. In 













Comparison of bovine, porcine 
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Enzymatic  protein  hydrolysis  is  sensitive  to modifications  of  protein  structure,  e.g. Maillard 
reaction.  In early stages of the reaction, glycation takes place, modifying the protein primary 
structure. In later stages protein aggregation occurs. The specific effect of glycation on protein 
hydrolysis was  studied  using  α‐lactalbumin  glycated with  D‐glucose  at  50  °C  (0‐10  h).  This 
resulted in proteins with different average degrees of glycation (DGav=0‐63 %) without changes 



















induced by  the  industrial processes,  e.g. Maillard  reaction.  In  food production,  the Maillard 




protein  hydrolysis  during  digestion,  as  well  as  during  industrial  production  of  protein 
hydrolysates. The effects may further depend on the enzymes used for the protein hydrolysis. 











cross‐links  6  and/or  non‐covalent  aggregation.  These  reactions  can  influence  the  secondary, 
tertiary and quaternary structure of the protein. Each of these structural changes can influence 
the  susceptibility  of  the  protein  to  enzymatic  hydrolysis.  The  occurrences  of  the  secondary 
reactions also confuse published results of the influence of glycation on protein hydrolysis. For 
example, one study showed that the pancreatic hydrolysis rate of whey protein was decreased 






hydrolysis 8. Another  indication of  increased hydrolysis with  increased glycation was obtained 
from  the  comparison  of  the  hydrolysis  of  ultra‐high‐temperature  (UHT) milk  compared  to 
pasteurized milk  by  pepsin  and  pancreatin.  The  amount  of  intact  proteins  remaining  after 
hydrolysis was  lower  in  the UHT milk  than  in  the  pasteurized milk,  despite  higher  levels  of 






because  aggregation was  also  reported  to  affect  hydrolysis  10. One  study  reported  that  the 
proportion of total glycated amino groups in β‐casein samples was up to ~40 %, while ~60 % of 
the  proteins were  covalently  aggregated  11.  It was  observed  that  the  initial  rate  of  plasmin 
hydrolysis  linearly decreased by 60 % with  the maximal glycated sample, which also had  the 
highest amounts of aggregates 11. Another reason for the variety in reported effects of glycation 
on hydrolysis could be that different enzymes were used. 
For enzymes  that are  specific  for  lysine and arginine  residues, e.g.  trypsin and plasmin,  it  is 
commonly  assumed  that  the  hydrolysis  is  negatively  influenced  by  glycation  because  the 
glycated cleavage  site cannot be utilized by  trypsin. As a consequence,  the extent of  trypsin 












However,  it was mentioned  that  the binding of  the protease  towards  the  cleavage  site was 
dependent on the interaction between the catalytic environment of the enzyme and the binding 
environment of the substrate 17. According to this information, the P4 to P4’ positions (binding 
site)  are  the  amino  acids  that  come before  and after  the  cleavage  site  (P1 position) on  the 
primary sequence 17. Hence, if the glycation sites are on the binding site positions, it is possible 
that  the  glycation  influences  protein  hydrolysis  catalysed  by  non‐lysine/arginine  specific 
enzymes as well.  












In  the  present  study,  the  effects  of  glycation  on  enzymatic  hydrolysis  were  studied  using  
α‐lactalbumin  and  D‐glucose.  The  protein  hydrolysis  was  performed  using  lysine/arginine 
specific enzymes (i.e. bovine and porcine trypsins) and non‐lysine/arginine specific enzymes (i.e. 
BLP, bovine α‐chymotrypsin and subtilisin A). The aim is to determine whether altering protein 







(http://web.expasy.org/peptide_mass). Mass  spectrometry  (MS)  analysis  showed  that  there 
were no naturally glycosylated variants of the protein present in the sample. Of the α‐LA powder, 
the total protein content is ~92.8 % [w/w], as determined using Dumas method (N×6.25, based 
on  the amino acid  composition of  the  α‐LA  as described  in Uniprot  accession  code P00711, 
www.uniprot.org). Of the total protein content, ~90 % is α‐LA, based on the proportion of α‐LA 
UV214  peak  area  of  the  total UV214  area  using  reversed  phase  ultra‐high  performance  liquid 
chromatography  (RP‐UHPLC)  21.  The other proteins present were  β‐lactoglobulin  and bovine 






Bovine  trypsin  (EC  3.4.21.4,  Sigma‐Aldrich,  St.  Louis,  MO,  USA)  was  treated  with  tosyl‐






respectively. The protein content of  the bovine  trypsin powder  is ~80 % as based on Dumas 




area  from  RP‐UHPLC).  Based  on  the UV214  peak  area,  93.4 %  is  the  intact  enzyme  and  the 
remaining  6.6 % were  identified using MS  as  autolysis products of bovine  trypsin  (data not 
shown). The protein  content of porcine  trypsin powder  is ~86 % as based on Dumas  results 
(N×5.84, based on the amino acid composition of the protein as described in Uniprot accession 
code  P00761),  from which  100 %  of  the  protein  is  trypsin  (based  on UV280  peak  area  from  
RP‐UHPLC). Based on the UV214 peak area, 92.6 % is the intact enzyme and the remaining 7.4 % 
were  identified  as  autolysis products  (data not  shown). Bacillus  licheniformis protease  (BLP) 
(batch NS‐37005) was obtained from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark). The BLP powder was 
partly  insoluble. Therefore,  the suspension was centrifuged  (10 min, 4,000×g, 25  °C) and  the 
supernatant was  subsequently dialyzed  (cut‐off 12‐14 kDa) against 150 mM  sodium chloride 
solution and subsequently demineralized water. The freeze dried BLP powder contained 60 % 
[w/w] protein  (N×5.93, based on  the amino acid  composition of  the protein as described  in 
Uniprot  accession  code  P80057)  and  an  activity  of  3.9  AU mg−1 min−1  determined  by  the 
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extinction  coefficient of  the protein. Therefore, 1.4∙10‐4  L∙M‐1∙cm‐1 was used  to  calculate  the 
concentration of the protein for all experiments at UV280. All samples were made in duplicate. 











CD  spectra were measured  using  a  Jasco  J‐715  spectropolarimeter  (Jasco,  Tokyo,  Japan)  as 
described  elsewhere  26.  The  native  and  glycated  proteins were  dissolved  in  10 mM  sodium 
phosphate buffer at pH 8.0 at protein concentrations of 0.01 % [w/v] and 0.1 % [w/v] (based on 





was measured using near UV‐CD  recorded  from 250  to 350 nm. All spectra  reported are  the 
average of ten spectra.  
o‐Phtaldialdehyde method (OPA) 
The amount of  free amino groups was determined using  the OPA method  25. The native and 
glycated proteins were dissolved (7∙10‐4 M) in 2 % [w/v] sodium dodecyl sulphate solution. 5 μL 
of the protein solution was added to 300 μL of OPA reagent solution and incubated for 10 min. 
The experiments were performed  in  triplicate with a 96 well plate using Tecan  Infinite F500 
(Tecan, Männedorf, Switzerland) to measure UV340 absorption of the samples. To calculate the 
number  of  free  amino  groups,  a  calibration  curve  was  made  using  leucine.  The  protein 
concentration of each sample was determined by UV280. The average degree of glycation (DGav) 
was  defined  as  the  average  percentage  of  blocked  amino  groups  per  protein,  which  was 
calculated from equation 1 26, 


































(2)    %
NH#
variants all of TIC






















concentration  of  1 mg/mL  (based  on UV280).  The  protein  solutions were  pre‐heated  for  30 
minutes  at  37  °C  and  then  adjusted  to  pH  8.0  before  addition  of  the  enzyme.  During  the 




(3)   )tDHk/(DHDH%DH enzymefitmax,hydrfitmax,enzymefitmax,  1
in which  the  khydr  and enzymefitmax,DH  are  fitting  parameters  for  the  overall  hydrolysis  rate  and  the 
maximum DH, respectively. It was assumed that the enzymatic hydrolysis follows the 2nd order 






order  to prevent autolysis. The experimental degree of hydrolysis  (DH) was  calculated using 
equation 4 28, 























blank  sample  containing  glucose  and protein but without heating  (AG0),  the mass  spectrum 
showed  that  ~20  %  of  α‐LA molecules  had  one  attached  glucose molecule  (resulting  in  a 
molecular mass of 14,340 Da) (Figure 2.3). This corresponds to an average degree of glycation 
(DGav,MS) of 1.5 % (Figure 2.2). The DGav,MS calculated using MS increased from 1.5 % (AG0) to 63.0 
















Maillard incubation time (h)
CHAPTER 2 
28 
Figure 2.3: Deconvoluted mass  spectra of  α‐lactalbumin  (indicated by arrow) heated with D‐glucose at  
50 °C with 65 % relative humidity over 0‐10 h. 
14178 Da











































0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12















































(6)     %
bonds peptide#
 sitescleavage#%DH enzyme,theomax 100  
For trypsin (specific for  lysine and arginine), BLP (specific for glutamic and aspartic acids) and  
α‐chymotrypsin  (specific  for  leucine,  phenylalanine  and  tyrosine)  hydrolysis  of  α‐LA,  the 
theoretical maximal degrees of hydrolysis are 10.7, 16.4 and 17.2 %, respectively (Figure 2.1). 




Based on  the  fitting parameter  enzymeuntreatedmax,DH  of untreated α‐LA  (derived  from equation 3),  the 
percentage of cleavage sites that were efficiently used by the enzyme, or  in other words the 
percentage of high selectivity sites (HSSs) of the enzyme, was estimated from equation 7. 








For porcine trypsin (PT), the fitting parameter  PT untreatedmax,DH  of untreated α‐LA is 10.7 % (derived 



































































LAαHSS   [%]  is  ~100 %.  The  BT untreatedmax,HD  of  α‐LA  by  bovine  trypsin  (BT)  is  one  third  of  the 
PT
untreatedmax,DH  by porcine trypsin. A higher HSS for porcine trypsin compared to bovine trypsin was 














on at  least one of  the binding site positions  (P4  to P4’). The value of m depends on  the 




when  the  interaction  between  the  enzyme  and  the  cleavage  site  is  not  influenced  by 
modifications on the binding site; n=1 when the enzyme cannot hydrolyse cleavage sites 
with modifications on the binding site. Parameter q is the number of high selectivity sites 
that can be  influenced by the modifications.  In the case of glycation, the way  in which q 
depends on the average degree of glycation (DGav) can take three forms: 
A) The glycation takes place equally at all cleavage sites (EQ) (equation 9); 
(9)  1001 /HSS)#GS(DGq enzymeproteinavEQ   
B) The glycation takes place first at the high selectivity sites (HSS) (equation 10); 
(10)  HSSq  
  1001 /)#GS(DGav    enzymeproteinav HSSDG   
1001 /)#GS(HSS enzymeprotein    enzymeproteinav HSSDG 
C) The glycation takes place first at the low selectivity sites (LSS) (equation 11); 
(11)  LSSq     0 
enzyme
proteinav HSSDG  100  









parameter  BLP fitmax,DH  and  subtilisinfitmax,DH  of all samples were 11.7±0.2 % and 30.0±0.7 %, respectively 
(Figure  2.7A).  These  results  showed  that  the  extent  of  hydrolysis  of  BLP  and  subtilisin A  is 
independent of glycation. This was expected because these two enzymes are reported to be not 
specific for  lysine and arginine.  In addition, the above‐mentioned results further  indicate that 
there were no other changes  in  the protein structure except glycation. For BLP hydrolysis,  it 
showed  that even with 12 out of 20 cleavage  sites  (m=60 %  in equation 8)  (Figure 2.1),  the 
hydrolysis was not influenced by glycation. In the case of subtilisin A, m=100 % since subtilisin A 





















































































theoretical scenario of  CT fitmax,DH  on DGav was calculated using equations 8 to 11 (Figure 2.7A). The 
dependency of  fitting parameter  CT fitmax,DH  of  the chymotrypsin hydrolyses on DGav  follows  the 
theoretical scenario that the glycation takes place to all sites equally on a protein. These results 




0‐10  h  hydrolysed  by  (A)  non‐lysine/arginine  specific  enzymes:  ()  BLP,  ()  α‐chymotrypsin  and  () 
subtilisin A,  or  by  (B)  lysine/arginine  specific  enzymes:  ()  bovine  trypsin  and  ()  porcine  trypsin.  (C) 
indicates the DGav versus the relative  enzymefitmax,DH  and (D) indicates the DGav versus the overall hydrolysis rate 
constant (khydr∙DHmax,fit). Lines indicate: (‐‐‐‐‐‐)  enzymeEQmax,DH / enzymeuntreatedmax,DH  [%] for bovine and porcine trypsins, 
(—∙)  CT EQmax,DH  [%],  (∙∙∙∙∙∙)  PT EQmax,DH  [%] and  (—∙∙)  BT EQmax,DH  [%]. For bovine  trypsin,  (—)  BT LSSmax,DH [%] and  





























































































In  contrast  to  hydrolysis  catalysed  by  non‐lysine/arginine  specific  enzymes,  the  obtained 
experimental DH values after 2 h hydrolysis using bovine trypsin decreased from 3.6±0.1 % to 
1.2±0.1  %  (65  %  decrease) with  DGav  increasing  from  0  to  63 %  (Figure  2.6C).  The  fitting 
parameter  BT fitmax,DH  (derived  from equation 3) decreased  linearly  (R2=0.97)  from 3.5±0.1 %  to 
1.2±0.1 % (66 % decrease) with increasing DGav (Figures 2.6C and 2.7B). For porcine trypsin, the 
obtained experimental DH after 2 h hydrolysis decreased from 10.2±0.5 % to 3.6±0.3 % (65 % 
decrease) with DGav  increasing  from 0  to 63 %  (Figures 2.6D).  The  fitting parameter  PTmaxDH  
(derived from equation 3) also decreased linearly (R2=0.96) from 10.7±0.3 % to 3.7±0.2 % (65 % 
decrease) with  increasing DGav  (Figures  2.7B).  Because  the  bovine  and  porcine  trypsins  are 
specific  for  lysine and arginine, all modified  lysines are automatically part of  the binding site 
(m=100 %  in  equation  8).  The  theoretical  scenario  of  PT/BT fitmax,DH  on DGav was  calculated  using 
equation  8  to  11,  using  the  binding  site  dependency  coefficient  n=1  (Figure  2.7B).  The 
dependence of fitting parameter  PT/BT fitmax,DH  of the bovine and porcine tryptic hydrolysis on DGav 
follows  the  theoretical scenario when  the glycation  takes place equally on all glycation sites, 
which showed the same behaviour as α‐chymotrypsin hydrolysis. These results indicate that all 
amino groups on the protein had equal probability to be glycated. Because all the cleavage sites 
are hydrolysed efficiently in the case of porcine tryptic hydrolysis ( PTLAαHSS  =100 %), the decrease 
of  PT fitmax,DH of porcine  trypsin matches exactly with  the  increase of  the DGav  (Figure 7B).  The 




Table  2.1:  Fitted maximal  degrees  of  hydrolysis  (DHmax,fit),  percentages  of  high  selectivity  sites  (HSS), 
percentages of cleavage sites that have a modification on at least one of the binding site positions (m) and 
binding  site dependency  coefficients  (n)  for hydrolysis of  α‐lactalbumin by all enzymes  from  the  fits of 
equations 3, 7 and 8, respectively. 
Enzyme  DHmax,fit (%)  HSS (%)  m (%)  n 
Bovine trypsin  3.5  33  100  1 
Porcine trypsin  10.7  100  100  1 
BLP  11.7  71  60  0 
Subtilisin A  30.0  30  100  0 
α‐Chymotrypsin  10.1  59  57  1 
Comparison of the effect of glycation on hydrolysis catalysed by various enzymes 
To compare the influence of glycation among all enzymes, the  enzymefitmax,DH  values were normalised 








enzymatic  hydrolysis.  For  all  three  other  enzymes,  since  the  0≤m≤100 %  and  0≤n≤1,  it was 
expected  that  the effect of glycation on  the hydrolysis would be  smaller  than  the effect on 













on  the  proteases  used.  Lysine/arginine  specific  proteases,  e.g.  bovine  and  porcine  trypsins, 
cannot hydrolyse glycated cleavage sites. For non‐lysine/arginine specific proteases, e.g. BLP and 
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maximum  is  typically  not  reached.  The  limited  hydrolysis  of  certain  CSs may  be  due  to  the 
differences  in  enzyme  preference  resulting  from  neighbouring  amino  acids  (AAs)  of  the  CS 
(secondary specificity). This study aims to find the  link between enzyme secondary specificity 
and the relative hydrolysis rate constants  (selectivity) of  individual CSs  in a protein, to better 
predict  the  experimental  maximum  degree  of  hydrolysis.  Bovine  tryptic  hydrolysis  of  





































referred  to as  the missed  cleavage  6. Recently,  for bovine  trypsin,  the obtained binding  site 
sequences of missed CSs were summarised in a review article 7, which were included in Table 





not mentioned or  from  insects, their conclusions were not  included  in Table 3.1. The missed 
cleavage rules for bovine trypsin suggested that the enzyme activity is hindered by the presence 













was  reported previously  6, 15,  16. But  for  the hydrolysed CSs,  the difference  in hydrolysis  rate 
constants between  the  fastest and  the  slowest CSs was up  to 300  times  2, which  cannot be 


















in  holo  form  18.  β‐Casein  (β‐cas,  C6905),  β‐lactoglobulin  (β‐LG,  L0130),  bovine  trypsin  (EC 
P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’ Reference Experimental Prediction
C K D 6, ExPASy 1 missed cleavage Confirmed
D K D 6, ExPASy N/A
C K H 6, ExPASy N/A
C K Y 6, ExPASy N/A
C R K 6, ExPASy N/A
Complete R R H 6, ExPASy N/A
missed R R R 6, ExPASy N/A
cleavage K/R P 6, 15, 16, ExPASy 1 missed cleavage Confirmed
(bovine) K/R K/R 6, 7, ExPASy 2HSS, 2LSS Rejected
K/R D/E 6, 7 5HSS, 1ISS, 3LSS Rejected
K/R D/E D/E 6, 7 N/A
D/E D/E K/R 6, 7 N/A
D/E K/R D/E 6, 7 N/A
D/E K/R 7, 8 IHSS, 4ISS, 4LSS Rejected
D/E T K/R 7, 8 N/A
Moderate K/R T D/E 8 N/A
inhibition E K/R 8 1ISS, 1LSS Confirmed




Trypsin  was  treated  with  tosylphenylalanylchloromethylketone  (TPCK)  to  inactivate  any 
chymotrypsin  activity  present  (≤0.1 N‐benzoyl‐L‐tyrosineethylester  (BTEE)  units/mg  protein). 









α‐LA,  β‐cas  or  β‐LG were  dissolved  in  10 mL Millipore water  at  a  concentration  of  1 %  [w 
powder/v]. Each protein solution was adjusted  to pH 8.0 and equilibrated  for 0.5 h at 37  °C. 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































The mass  tolerance  for  the accepted annotation was within 50 ppm difference between  the 
theoretical and measured mass. Methionine oxidation (+16 Da) in α‐LA and phosphorylation (+80 
Da  per  phosphoserine)  in  β‐cas were  considered  as modifications  during  data  analysis.  The 




























Three parameters,  i.e. amino acid  (equation 4), peptide  (equation 5) and molar  (equation 6) 
sequence coverages, were used to check the quality of peptide analysis of each hydrolysate 3. 
(4)     %
AA#
AA annotated unique#% coverage  sequenceacid Amino
protein
100  
(5)     %
)peptides missing(AA#)peptides annotated(AA#































where Cn [μM]  is the concentration of each  individual amino acid (n)  in the protein sequence 
obtained from quantification of the peptides; C0 [μM] is the initial injected concentration of the 
protein and #AAprotein  is the number of amino acids  in the sequence of the parental protein 3. 
Missing  peptides  are  the peptides  that  are  not quantified  in  the  hydrolysate  but  should be 
CHAPTER 3 
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(9)     eCCMμC tkffft,i fapp,i 

  002  
(10)       tCkCCMμC ssapp,issst,i  000 12  
For 1st order reaction kinetics, the experimental C0 values of each protein were used as  f0C  [μM] 
while  f app,ik  [s‐1] was  the  fitting parameter. For 2nd order  reaction kinetics, both  s0C  [μM] and 
s
app,ik  [s‐1∙μM‐1protein] were  fitting parameters.  The  superscripts  (f  and  s) used  for C0  and  ki,app 
indicate  the  fitting parameters obtained  from using  the 1st and 2nd order  reaction equations, 
respectively.  Fitting  the  s0C  allowed  to  take  into  account  the  fact  that  for  some CSs  the Ci,t 















a given CS was also calculated by dividing the hydrolysis rate constant  s0si Ck   (simplified as  s ci,k
[s‐1∙mg‐1enzyme]) of each CS by the sum of s ci,k  of all CSs (equation 13). 






if 100   












with  the  substrate AAs near  the CS  (the binding  site P4‐P4’)  4. The  selectivity of  the enzyme 



















For  a  protein with N  cleavage  sites,  the  theoretical maximum  number  of  possible  peptides 
(NPPmax,theo) was calculated using equation 14 29,  
(14)  221 /)N)(N(NPP theomax,   
where N is the number of CSs in the protein sequence. Based on the number of CSs for trypsin 
in  α‐LA,  β‐cas  and  β‐LG  (Table  3.1),  the  NPPmax,theo  of  each  protein  is  105,  136  and  190, 
respectively. However, in reality, only a few CSs were efficiently used by the enzyme, referred as 
the high selectivity sites (HSSs). The predicted number of possible peptides based on selectivity 
(NPPmax,HSS) was calculated by  replacing N  in equation 14 by  the number of HSSs  (#HSS). The 
predicted maximum degree of hydrolysis (DHmax,HSS) was calculated using equation 15.  
(15)     %
bonds peptide#







( hydrDHk ), which were  9.6(0.4)∙10‐3  and  1.6(0.2)∙10‐3  s‐1  (equation  2),  respectively.  Another 
difference was observed when plotting the percentage of remaining intact protein against DHstat 


























reached  for  the  two  proteins.  For  α‐LA  and  β‐cas,  the  experimental  degree  of  hydrolysis 
(DHmax,exp) reached 4.7±0.2 % and 4.3±0.1 %, respectively (Figure 3.1A). The fitted DHmax,fit values 
were 5.1 % and 4.3 % for α‐LA and β‐cas (equation 2), corresponding to ~48 % and ~60 % of the 
theoretical DH maximum  (DHmax,theo),  respectively  (Table 3.2). Based on DHmax,fit of  α‐LA  and  
β‐cas, 6 (out of 13) and 9 (out of 15) CSs, respectively, were estimated to be efficiently hydrolysed 
by  trypsin  (equation 15).  The  fact  that  the DHmax,fit of  these  two proteins did not  reach  the 













































































































































































































well  ionised  32,  33.  Based  on  data  obtained  from  previous  studies  3,  34,  35,  the  thresholds  of 





kinetics  of  peptide  formation  (Annex  3.4).  Peptides  that  contain  CSs,  e.g.  α‐LA[1‐10], were 
formed quickly  in  the start of  the hydrolysis and were  later hydrolysed  into smaller peptides 
(Figure 3.3A). The degradation of α‐LA[1‐10] was quantitiatvely related to the accumulation of 
α‐LA[1‐5]  and  α‐LA[6‐10].  However,  neither  the  concentration  of  α‐LA[1‐5]  nor  the 
concentration of  α‐LA[6‐10]  reached  the  initial  injected  concentration  (C0)  of  α‐LA  (59  μM), 




Figure 3.3: Concentrations of  (A)  α‐LA peptides  ()  [1‐10],  ()  [6‐10],  ()  [1‐5]  and  ()  [59‐79],  and  
(B) β‐cas peptides () [100‐105], () [1‐28], () [1‐25] and () [33‐48] as a function of time. The dotted 
lines (∙∙∙∙∙∙) represent the injected concentration of each protein. 
































































CS products of K5‐6  in  α‐LA was  slow and  the  final  concentration was  lower  than  the C0.  In 
contrast with K5‐6, the concentration of R10‐11 reached the C0. For β‐cas, trypsin had a high 
hydrolysis rate towards K28‐29 and the final concentration of the CS products also reached the 









the DHstat was ~10 %  (Figure 3.5). The overall hydrolysis  rate constants  DHhydrk  were calculated 
from DHMS (using equation 2), which were 1.8(0.1)∙10‐3 and 1.1(0.1)∙10‐2 s‐1 for α‐LA and β‐cas, 
respectively. There were ~9 % standard error between  DHhydrk determined by the peptide analysis 
and  by  the  pH‐stat  titration.  The  good  agreement  of  the DH  values  and  DHhydrk  between  the 























































No  clear  differences were  found  between  the  selectivity  calculated  using  1st  and  2nd  order 
reaction equations (Figure 3.6). This shows that the way of fitting the data did not change the 
conclusions of the selectivity. The advantage of 2nd order reaction kinetics was that the variations 
in  final  concentration  of  CS  products  were  taken  into  account.  Therefore,  the  selectivity 
calculated using 2nd order reaction kinetics (selectivitys) was used for further analysis. The sum 
of  s ci,k  of all CSs  in  α‐LA and  β‐cas were 1.1∙10‐2  and 2.1∙10‐1  s‐1∙mg‐1enzyme,  respectively.  The 
selectivitys among  CSs  differed  from  0‐27 %  for  α‐LA  and  0‐32 %  for  β‐cas.  Trypsin  had  an 
extremely high selectivity towards K169‐170  in β‐cas (32 %).  In addition, the concentration of 
the CS products of K169‐170  reached C0 at DH 1 %,  indicating  that  the K169‐170  in all  β‐cas 
molecules were hydrolysed before the DH reached 1 %. This result agreed with the observation 























k‐means clustering method. From  the clustering analysis of  the CSs  in α‐LA,  trypsin has high 
(HSS), intermediate (ISS) and low (LSS) selectivity towards 5, 4 and 4 sites, respectively. In β‐cas, 
K169‐170 was taken out of the clustering analysis but classified as HSS, since it was hydrolysed 
much  faster  than  the  other  sites.  Initially, CSs  K107‐108  and K183‐184 were  categorised  by 




















































































  Correct   Incorrect     Correct  Incorrect   
α‐LA  6  7  46 %  10  3  77 % 
β‐cas  4  11  33 %  9  6  60 % 
β‐LG  6  12  33 %  12  6  67 % 
In total  16  30  35 %  31  15  67 % 
To  identify rules whether there was a systematic  influence of molecular properties of AAs on 
specific positions on the binding site, the molecular weight, hydrophobicity and charge of the AA 
on  each  binding  site  position  were  evaluated.  There  was  no  correlation  observed  for  the 






















P4  P3  P2  P1  P1'  P2'  P3'  P4' 
High selectivity                   
α‐LA R10  27.60.1  3.0E‐03  E  V  F  R  E  L  K  D 
α‐LA K13  20.60.1  2.3E‐03  R  E  L  K  D  L  K  G 
α‐LA K58  12.11.7  1.3E‐03  I  N  N  K  I  W  C  K 
α‐LA K108  12.02.0  1.3E‐03  L  A  H  K  A  L  C  S 
α‐LA K16  11.20.3  1.2E‐03  K  D  L  K  G  Y  G  G 
β‐cas K169  32.01.7  6.6E‐02  S  Q  S  K  V  L  P  V 
β‐cas K105  23.43.3  4.8E‐02  M  A  P  K  H  K  E  M 
β‐cas K99  15.31.9  3.1E‐02  S  K  V  K  E  A  M  A 
β‐cas K176  11.42.6  2.4E‐02  V  P  Q  K  A  V  P  Y 
β‐cas K28  8.21.0  1.7E‐02  R  I  N  K  K  I  E  K 
β‐cas R183  2.80.7  6.0E‐03  Y  P  Q  R  D  M  P  I 
β‐cas K107  2.70.7  5.7E‐03  P  K  H  K  E  M  P  F 
Intermediate selectivity   
α‐LA K5  4.30.8  4.8E‐04  Q  L  T  K  C  E  V  F 
α‐LA K98  4.20.0  4.6E‐04  I  L  D  K  V  G  I  N 
α‐LA K94  4.00.2  4.4E‐04  C  V  K  K  I  L  D  K 
α‐LA K114  3.00.9  3.3E‐04  C  S  E  K  L  D  Q  W 
β‐cas K113  1.00.7  2.3E‐03  P  F  P  K  Y  P  V  E 
β‐cas K29  0.90.8  1.8E‐03  I  N  K  K  I  E  K  F 
β‐cas K32  0.70.3  1.6E‐03  K  I  E  K  F  Q  S*  E 
β‐cas R25  0.70.1  1.4E‐03  S  I  T  R  I  N  K  K 
β‐cas K97  0.60.1  1.3E‐03  G  V  S  K  V  K  E  A 
Low/zero selectivity   
α‐LA K93  0.50.0  5.1E‐05  M  C  V  K  K  I  L  D 
α‐LA K79  0.40.1  4.7E‐05  S  C  D  K  F  L  D  D 
α‐LA K62  00  0  I  W  C  K  D  D  Q  N 
α‐LA K122  00  0  L  C  E  K  L  ‐  ‐  ‐ 
β‐cas R202#  0.20.1  3.9E‐04  G  P  V  R  G  P  F  P 
β‐cas K48  0.020.01  1.5E‐05  L  Q  D  K  I  H  P  F 































P2  P1  P1’  P2’ 
High selectivity All others  K/R    All others 
Intermediate   KRDE  K/R    All others 
selectivity  All others  K/R    KRDE 
  KRDE  K/R    KRDE 
Low/zero  ‐  K/R  ‐  ‐ 
selectivity    K/R  P   





































from  β‐LG  hydrolysed  by  trypsin  (Table  3.2  and Annex  3.3), which was much  closer  to  the 
NPPmax,HSS  than  the  theoretical number of possible peptides  (NPPmax,theo) based on  the  trypsin 
specificity  (190).  The  AA  sequence  coverages were  100 %  for  all  hydrolysates.  The  average 
peptide and molar sequence coverages were 935 % and 842 %, respectively, which were both 
within acceptable ranges and similar to the values obtained for α‐LA and β‐cas hydrolysates. The 
DHMS  calculated  from  the peptide  analysis and DHstat obtained  from pH‐stat  titration had  an 
average standard error of 9 %  (Figure 3.5). The  DHhydrk  was 6.6(0.1)∙10‐3 s‐1, and  the standard 
error between the  DHhydrk  calculated from the pH‐stat titration and the peptide analysis was ~1 %. 
All these evaluations confirmed that the peptide analysis of β‐LG hydrolysates were of similar 
quality as  the analyses of  α‐LA and  β‐cas, which allows  the  correct determination of  trypsin 
selectivity towards CSs in β‐LG.  
After  determining  trypsin  selectivity  towards  CSs  in  β‐LG,  7,  6,  and  5  (out  of  18)  CSs were 
categorised as HSSs, ISSs and LSSs, respectively (Table 3.6). In general, the selectivity of each CS 
in β‐LG was in agreement with previously reported data from Fernández and Riera 2 (Table 3.6). 


























K8  13.72.0  1.01E‐02  Q  T  M  K  G  L  D  I  High  High 
R148  11.01.2  8.13E‐03  M  H  I  R  L  S  F  N  High  High 
K69  10.10.4  7.50E‐03  C  A  Q  K  K  I  I  A  High  Low 
R40  9.90.2  7.31E‐03  A  P  L  R  V  Y  V  E  High  High 
K141  9.40.9  6.95E‐03  K  A  L  K  A  L  P  M  High  High 
K75  9.11.8  6.72E‐03  I  A  E  K  T  K  Y  K  Low  High 
K14  7.41.5  5.49E‐03  D  I  Q  K  V  A  G  T  High  High 
K70  6.10.9  4.54E‐03  A  Q  K  K  I  I  A  E  Intermediate  High 
K138  5.30.6  3.73E‐03  K  F  D  K  A  L  P  M  Intermediate  High 
R124  5.00.4  3.69E‐03  C  L  V  R  T  P  E  V  High  Intermediate 
K91  3.81.3  2.80E‐03  N  E  N  K  V  L  V  L  High  Intermediate 
K101  3.60.9  2.64E‐03  D  Y  K  K  Y  L  L  F  Intermediate  Intermediate 
K83  2.90.8  2.16E‐03  A  V  F  K  I  D  A  L  Intermediate  Intermediate 
K135  1.60.00  1.15E‐03  A  L  E  K  F  D  K  A  Low  Low 
K77  1.20.7  9.01E‐04  E  K  T  K  I  P  A  V  High  High 
K60  0.20.0  1.44E‐04  L  L  Q  K  W  E  N  G  Intermediate  Intermediate 
K100  0.10.1  1.09E‐04  T  D  Y  K  K  Y  L  L  High  Intermediate 





the  revised  rules,  which  was  significantly  higher  than  the  prediction  based  on  the missed 
cleavage rules from  literature (33 %) (Tables 3.3 and 3.6). There were 3 (out of 6)  incorrectly 
predicted  CSs  (HSS‐K75,  LSS‐K77,  LSS‐K100)  that  have  another  lysine  on  the  binding  site 
sequence. The  cleavage of  the quickly hydrolysed CS  compromised  the  completeness of  the 
binding site of the other CS, which led to the incorrect prediction. On average, using the revised 
rules, ~67 % of the CSs were correctly predicted for all three proteins, meaning that the dominant 
factor of trypsin selectivity in a protein is the primary structure. The average  s ci,k of the HSSs in  
β‐cas was higher than the average  s ci,k of the HSSs in other two proteins. This observation may 
be due  to  the differences  in protein secondary,  tertiary and quaternary structure among  the 
proteins. Since α‐LA  is  in a molten globule and β‐cas  is a random coil protein,  it  is difficult to 






of the protein, the  s ci,k  of the HSSs, ISSs and LSSs were further analysed and compared. Within 
one protein, the average hydrolysis rate constants  s ci,k  of HSSs, ISSs and LSSs were significantly 
different from each other. Over the three proteins, the average  s ci,k of ISSs and LSSs were ~24 % 
and ~3 % of the average  s ci,k of HSSs, respectively. Therefore, the contributions to the DHmax,exp 
by ISSs and LSSs were also included in the prediction of DHmax, where equation 15 was revised to 
equation 16.  
(16)     %
bonds peptide#











agricultural  industry  to  understand  and  estimate  the  in  vitro  protein  digestion  and  the 
production  of  commercial  peptides.  A  possible  application  is  the  production  of  inhibitory 
peptides  for  angiotensin‐I  converting  enzyme.  Such  studies  typically  compare  the  inhibitory 
activity of hydrolysates formed during hydrolysis of different proteins by different enzymes 37‐40. 
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DH 1 DH 2 DH 3 DH 4 DH 4.7 DH 1 DH 2 DH 3 DH 4 DH 4.3 DH 1.5 DH 3 DH 4.5 DH 6 DH 7.9
[1‐5] 3.3 8.1 18.3 26.6 30.3 [1‐9] ‐ ‐ ‐ ‐ 0.5 [1‐8] 24.4 36.0 43.7 49.6 52.0
[1‐10] 15.0 26.0 32.4 22.1 19.1 [1‐25] ‐ ‐ 2.3 9.6 7.6 [9‐14] 16.3 29.6 40.0 48.5 54.9
[1‐13] 6.1 4.5 2.8 2.0 1.2 [1‐28] 4.4 9.4 11.4 1.9 0.6 [9‐20] ‐ ‐ ‐ ‐ 0.3
[1‐16] 1.7 1.0 0.3 ‐ ‐ [1‐29] ‐ 1.3 1.3 ‐ ‐ [9‐40] ‐ 16.3 9.9 ‐ ‐
[1‐58] 1.6 0.8 ‐ ‐ ‐ [1‐97] 1.6 1.3 0.8 ‐ ‐ [9‐70] 9.6 ‐ ‐ ‐ ‐
[6‐10] 2.5 8.5 19.3 34.3 37.3 [1‐99] 27.5 ‐ ‐ ‐ ‐ [15‐20] ‐ 0.7 1.4 2.8 30.3
[11‐13] 9.9 25.3 39.0 47.1 45.0 [26‐28] ‐ ‐ ‐ 33.3 33.9 [15‐40] 15.4 17.2 19.3 31.5 14.1
[11‐16] 5.6 7.5 7.2 3.7 3.2 [29‐32] ‐ ‐ 9.1 30.4 31.8 ]21‐40] ‐ ‐ ‐ 3.7 37.3
[14‐16] 8.1 17.8 33.3 40.8 39.0 [29‐97] ‐ ‐ 18.9 ‐ ‐ [22‐39] ‐ ‐ 0.5 0.8 1.9
[17‐58] 8.3 13.5 29.9 28.6 27.8 [29‐99] ‐ 31.5 12.4 ‐ ‐ [22‐40] ‐ ‐ ‐ 0.3 0.4
[17‐123] 9.6 17.5 10.1 0.8 0.4 [30‐38] ‐ ‐ ‐ 4.9 3.5 [41‐60] ‐ ‐ 1.5 4.4 30.6
[59‐79] ‐ ‐ 0.3 2.3 3.4 [33‐48] ‐ ‐ 1.0 2.7 3.2 [41‐69]A 11.4 19.0 14.9 14.9 8.1
[59‐93] 0.4 2.2 5.9 9.2 6.4 [33‐97] ‐ ‐ ‐ 27.5 12.4 [41‐70]A 9.4 19.6 24.2 25.7 12.0
[59‐94] 1.2 4.8 11.4 16.1 15.6 [49‐105] ‐ ‐ 0.7 ‐ ‐ [47‐55] ‐ ‐ ‐ ‐ 0.5
[80‐93] 2.6 3.8 4.7 5.0 5.1 [98‐105] 6.4 8.7 8.5 5.4 ‐ [52‐64]B ‐ ‐ ‐ ‐ 0.3
[94‐98] ‐ 4.6 8.0 10.4 10.9 [98‐134] ‐ ‐ ‐ ‐ 6.7 [59‐77]A ‐ ‐ ‐ 0.2 ‐
[94‐108] 0.3 0.6 0.6 0.2 0.1 [100‐105] 19.6 28.5 31.3 34.4 ‐ [61‐69]B ‐ ‐ ‐ 1.0 10.5
[94‐123] 2.0 1.7 ‐ ‐ ‐ [100‐107] 2.9 0.8 ‐ ‐ ‐ [61‐70]B ‐ 0.6 1.2 2.0 15.9
[95‐108] 1.0 2.6 3.4 1.9 1.3 [106‐113] 2.1 4.0 9.1 20.4 13.9 [70‐75] 3.7 4.6 8.9 13.8 18.1
[95‐123] 10.9 10.3 ‐ ‐ ‐ [106‐169] 19.5 18.5 18.0 ‐ ‐ [71‐75] 14.1 24.3 34.3 42.8 50.9
[99‐108] 1.8 9.2 22.3 32.8 32.7 [106‐209] 3.6 5.4 ‐ ‐ ‐ [71‐83] 0.5 0.5 0.4 ‐ ‐
[109‐123] 3.4 18.9 38.6 50.5 46.8 [108‐113] 1.1 1.9 4.9 20.7 31.4 [71‐84] ‐ ‐ ‐ 0.3 ‐
[115‐123] 1.4 3.3 9.1 19.5 25.0 [108‐169] 14.0 12.8 12.5 ‐ ‐ [71‐91] 0.8 2.0 1.8 ‐ ‐
[114‐169] ‐ ‐ 14.0 34.0 35.4 [71‐92] ‐ ‐ 0.6 0.7 ‐
[170‐176] 17.7 29.0 38.7 41.1 42.0 [71‐162]A 2.0 ‐ ‐ ‐ ‐
[170‐183] 2.6 2.5 ‐ ‐ ‐ [76‐83] 5.2 12.9 25.5 47.3 64.8
[170‐209] 12.6 6.2 ‐ ‐ ‐ [76‐91] 2.0 5.0 5.6 4.0 0.8
[177‐183] 4.9 12.6 30.6 38.7 39.7 [76‐101] 0.8 1.4 1.8 ‐ ‐
[177‐209] 20.0 16.8 4.0 ‐ ‐ [76‐162] 2.1 ‐ ‐ ‐ ‐
[184‐190] ‐ ‐ ‐ ‐ 5.3 [78‐91] ‐ ‐ ‐ 2.1 ‐
[184‐202] ‐ ‐ ‐ ‐ 44.7 [81‐83] ‐ ‐ ‐ ‐ 1.2
[184‐209] 3.6 9.2 21.9 23.4 10.2 [84‐91] 2.4 6.1 13.1 28.0 48.2
[191‐202] ‐ ‐ ‐ ‐ 6.2 [84‐100] ‐ 0.9 1.0 1.1 ‐
[203‐209] ‐ ‐ ‐ 8.8 28.6 [84‐101] 0.9 2.0 2.6 1.7 1.0
[86‐100] ‐ ‐ 0.6 0.5 ‐
[92‐100] 1.4 3.0 5.5 10.0 30.5
[92‐101] 3.0 8.0 15.5 26.8 16.6
[93‐102] ‐ ‐ ‐ 0.6 0.7
[101‐124]B ‐ ‐ 2.7 2.1 2.1
[102‐124]A ‐ 16.8 11.4 35.4 31.3
[102‐138]A 8.1 12.9 17.0 ‐ ‐
[106‐124] ‐ ‐ ‐ 0.7 0.8
[125‐135] ‐ ‐ 0.7 1.7 8.7
[125‐138] 2.4 8.4 17.2 29.8 35.3
[125‐141] 1.5 2.6 2.7 1.7 0.4
[136‐138] ‐ ‐ 1.3 1.9 9.1
[139‐141] 8.3 18.2 27.0 38.4 46.2
[139‐152] ‐ ‐ ‐ ‐ 6.2
[142‐148] 20.9 35.5 45.7 53.3 50.6
[146‐148] ‐ ‐ ‐ ‐ 6.3
[149‐162] 22.1 34.3 42.5 49.3 54.8
TOWARDS PREDICTING BOVINE TRYPTIC HYDROLYSIS 
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the  same  for  enzymes  with  the  same  specificity.  However,  for  α‐lactalbumin  hydrolysis  by  
porcine trypsin, the experimental maximum degree of hydrolysis (DHmax,exp) was similar to the 








while  bovine  and  human  trypsins  only  efficiently  hydrolysed  ~47  %  and  ~53  %  of  the  CSs,  
respectively.  The  prediction  of  DHmax  based  on  enzyme  selectivity  was  4  times  closer  to  the 
DHmax,exp  than  the  estimates  based  on  enzyme  specificity  (DHmax,theo).  Preliminary  relations  








pancreatin,  in which  the main  proteases  are  trypsin  and  chymotrypsin.  Trypsins  specifically 












the  differences  in DHmax,exp  could  be  explained  based  on  the  enzyme  selectivity.  A  detailed 





trypsin‐2  (anionic)  and  trypsin‐3  (mesotrypsin)  were  found  to  be  60  %,  30  %  and  10  %, 





































P2  P1  P1’  P2’  Bovine trypsin  Porcine trypsin  Human trypsin 
High selectivity All others  K/R    All others  11/12  14/21  9/14 
Intermediate  KRDE  K/R    All others  5/9  0/2  2/3 selectivity  All others  K/R    KRDE 
  KRDE  K/R    KRDE  1/7  2/5  3/11 
Low/zero  ‐  K/R  ‐  ‐  2/7 
   selectivity    K/R  P     










In  this  study,  the hydrolysis by  porcine  or human  trypsins  of  individual CSs  in  two proteins  

















BT, PT and HT, were  listed  in Table 4.2. To check  the composition of  the enzymes, all  three 
trypsins  were  analysed  using  ultra‐performance  liquid  chromatography  coupled  with mass 
spectrometry (UPLC‐MS). There was no chymotrypsin peak found in the chromatograms of any 











mg/mL  in Millipore) was  added  to  the  equilibrated  protein  solution  to  reach  an  enzyme  to 
substrate ratio of 1:100 [w/w]. The hydrolysis was performed at 37 °C for 3 h using 0.2 M NaOH 
to keep the pH constant. The degree of hydrolysis (DHstat) was calculated using equation 1 11,  















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































NaOH needs  to be  corrected. As a  control experiment, 1 %  [w powder/v] of  α‐LA and  β‐cas 
solutions were  incubated  in a pH‐stat  in the absence of trypsin for 3 h. The added volume of 
NaOH from each control experiment was subtracted from the added volume of NaOH at all time 
points  during  hydrolysis.  Both  1st  and  2nd  order  reaction  equations  were  used  to  fit  the 
experimental DHstat curves. Using 2nd order reaction equation, the R2 of the fit against time (R2=1‐
SSresidual/SStotal, SS means  the sum of squared errors) was higher  than using 1st order  reaction 
equation. Thus, the 2nd order reaction equation (equation 2) was used to fit the experimental 
data,  
(2)    )tDHk/(DHDH%DH fitmax,hydrfitmax,fitmax,stat  1  
where  the maximum degree of hydrolysis  (DHmax,fit)  and  the overall hydrolysis  rate  constant  
( hydrDHk  [s‐1]=khydr∙DHmax,fit) were fitting parameters. All hydrolyses were performed  in duplicate, 
and  samples  were  taken  at  the  same  DH  points  during  each  individual  experiment.  All 


































(4)  221 /)N)(N(NPP theomax,   
where  N  is  the  number  of  CSs  in  the  protein  sequence.  Experimentally,  the  enzyme  only 




The mass  tolerance between  the  theoretical mass and  the measured mass  for  the accepted 


















extinction coefficient at 214 nm, which was calculated as described previously  14. Due  to  the 
multiple reflection by the coating of the UV cell, the effective path length of the light through 
the cell is not the same as the length specified by the producer. This issue was also reported in 





μAU∙min  2.  Therefore,  peptide  quantification  was  performed  for  peptides  with  A214≥5×101 















average  value  for  each  parameter was  calculated  as  the  average  of  that  parameter  for  the 
duplicate experiments at all DH values. 
(6)     %
AA#
AA annotated unique#% coverage  sequenceacid Amino
protein
100  
(7)     %
)peptides missing(AA#)peptides annotated(AA#










































found but should be present given  the annotated peptides  3. To  further check  the quality of 
peptide analysis, for each hydrolysate, the degree of hydrolysis based on peptide analysis (DHMS) 
was calculated using equation 9, 













(10)        yi1xiyxCMμC tpeptidet,i   
where Ci,t [μM] refers to the concentration of CS products formed at each time point t. i equals 
the sum of  the concentrations of all peptides of sequence  [x‐y],  for which  i=(x‐1) or  i=y. The 
apparent hydrolysis  rate constant was obtained by  fitting  the equation of 2nd order  reaction 
equation (equation 11) to the experimental data 2, 
(11)       CtkCCMμC protein,enzymeprotein,enzymeapp,iprotein,enzymeprotein,enzymeprotein,enzymet,i 000 12   






















by dividing  the hydrolysis  rate  constant  protein,enzymec,ik  of each CS by  the  sum of hydrolysis  rate 
constants for all CSs for that enzyme‐substrate combination (equation 13) 2. 



















(14)     %
bonds peptide#
LSS# ISS# HSS#% DH premax, 100
0.030.24   
where #HSS, #ISS and #LSS stand for the number of high, intermediate and low/zero selectivity 










































































human trypsins ( LA-α  BT/PT/HT,intactk ): 0.14, 0.18 and 0.10 s‐1, respectively (Figure 4.2A). The percentage 
of remaining intact protein in the hydrolysates as a function of DHstat/DHmax,fit indicated that the 
affinities of three enzymes towards intact α‐LA were also similar (Figure 4.2B). The  cas-β  BT/PT/HT,intactk  
and enzyme affinities towards the intact β‐cas for the three enzymes were also similar (Figures 
4.2C  and  4.2D).  Between  hydrolyses  of  the  two  proteins,  some  differences were  observed. 
Firstly, the  cas-β  BT/PT/HT,intactk  of intact β‐cas hydrolysed by bovine, porcine or human trypsins were 1.2, 

























































































































  Amino acid  Peptide  Molar 
Protein 
Enzyme  α‐LA  β‐cas  α‐LA  β‐cas  α‐LA  β‐cas 
Bovine  1000  1000  963  8310  809  748 
Porcine  1000  99.51  902  878  7011  727 




























α‐LA[14‐16]  and  α‐LA[1‐10]  (Figures  4.4A  and  4.4B).  During  bovine  and  porcine  tryptic 
hydrolysis,  α‐LA[14‐16] was  released  rapidly. Because  α‐LA[14‐16] was a  final peptide,  i.e.  a 
peptide that did not contain CSs, the concentration only increased. In porcine tryptic hydrolysis, 
the concentration of α‐LA[14‐16] in the final hydrolysate reached the injected concentration of 
α‐LA  (C0= 59 µM)  (Figure 4.4A). This  illustrated  that CSs K13‐14 and K16‐17 were efficiently 








































































































































































those of bovine and human trypsins. The  LA-αBT,i,ck  for bovine trypsin towards CSs  in α‐LA were 
equally distributed among  the  range of 10‐5, 10‐4 and 10‐3  s‐1∙mg‐1enzyme. The  similar  range of 
LA-αBT,

















K5  0.5(0.1)  3.4(0.1)  1.3(0.2) 
R10  3.0(0.0)  2.8(0.2)  2.7(0.1) 
K13  2.3(0.0)  2.4(0.2)  0.2(0.0) 
K16  1.2(0.0)  3.4(0.1)  1.3(0.2) 
K58  1.3(0.2)  1.8(0.3)  2.2(0.5) 
K62  0.0(0.0)  1.7(0.1)  0.07(0.00) 
K79  0.05(0.01)  0.01(0.00)  0.3(0.1) 
K93  0.05(0.01)  2.1(0.0)  0.3(0.1) 
K94  0.4(0.0)  2.3(0.0)  1.6(0.5) 
K98  0.5(0.0)  1.5(0.2)  0.9(0.1) 
K108  1.3(0.0)  3.9(0.4)  1.2(0.0) 
K114  0.3(0.1)  0.004(0.000)  0.004(0.000) 
K122  0.0(0.0)  0.002(0.000)  0.002(0.000) 











































point  that  it  still  reached  the  initial  injected  concentration  (34  μM)  before  the  end  of  the 








































































































































The  hydrolysis  rate  constants  ( casβ   BT/PT/HT,ci,k  )  of  all  CSs  in  β‐cas  by  the  three  enzymes were 
determined  (Table  4.5).  Similarly  as  for  α‐LA  hydrolysis,  the  total  hydrolysis  rate  constants  
















R1  0.0(0.0)  0.0(0.0)  0.0(0.0) 
R25  1.4(0.4)  14.1(1.3)  64.4(7.6) 
K28  16.7(0.9)  114.8(21.9)  56.2(2.6) 
K29  1.8(0.1)  4.4(0.3)  0.1(0.0) 
K32  1.6(0.7)  8.0(0.14)  0.9(0.1) 
K48  0.002(0.000)  0.2(0.0)  0.7(0.1) 
K97  1.3(0.3)  53.1(3.7)  53.7(2.6) 
K99  31.4(1.9)  17.5(0.8)  0.5(0.0) 
K105  47.8(3.5)  92.6(20.1)  12.1(0.3) 
K107  5.7(2.0)  5.9(1.8)  0.7(0.2) 
K113  2.3(0.2)  10.1(0.7)  0.1(0.0) 
K169  66.4(8.2)  191.5(13.1)  19.4(0.7) 
K176  23.8(7.1)  98.7(27.8)  13.9(1.1) 
R183  6.0(1.9)  37.8(2.8)  10.2(0.1) 
R202  0.4(0.2)  2.5(0.3)  0.04(0.0) 















































based on the concentration of the CS products and (B, D) the total hydrolysis rate constants (    0i Ck ) 
in (A, B) α‐LA and (C, D) β‐cas.  
























High selectivity sites  5  10  6  7  11  7 
Intermediate selectivity sites  4  ‐  3  5  2  1 
Low/zero selectivity sites  4  3  4  3  2  7 






















































































































































































P4  P3  P2  P1  P1'  P2'  P3'  P4' 
High selectivity 
α‐LA K108  3.9E‐3  L  A  H  K  A  L  C  S 
α‐LA K5  3.4E‐3  Q  L  T  K  C  E  V  F 
α‐LA K16  3.4E‐3  K  D  L  K  G  Y  G  G 
α‐LA R10  2.8E‐3  E  V  F  R  E  L  K  D 
α‐LA K13  2.4E‐3  R  E  L  K  D  L  K  G 
α‐LA K94  2.3E‐3  C  V  K  K  I  L  D  K 
α‐LA K93  2.1E‐3  M  C  V  K  K  I  L  D 
α‐LA K58  1.8E‐3  I  N  N  K  I  W  C  K 
α‐LA K62  1.7E‐3  I  W  C  K  D  D  Q  N 
α‐LA K98  1.5E‐3  I  L  D  K  V  G  I  N 
β‐cas K169  1.9E‐1  S  Q  S  K  V  L  P  V 
β‐cas K28  1.1E‐1  R  I  N  K  K  I  E  K 
β‐cas K176  9.9E‐2  V  P  Q  K  A  V  P  Y 
β‐cas K105  9.3E‐2  M  A  P  K  H  K  E  M 
β‐cas K97  5.3E‐2  G  V  S  K  V  K  E  A 
β‐cas R183  3.8E‐2  Y  P  Q  R  D  M  P  I 
β‐cas K99  1.7E‐2  S  K  V  K  E  A  M  A 
β‐cas R25  1.4E‐2  S  I  T  R  I  N  K  K 
β‐cas K113  1.0E‐2  P  F  P  K  Y  P  V  E 
β‐cas K32  7.9E‐3  K  I  E  K  F  Q  S*  E 
β‐cas K107  5.9E‐3  P  K  H  K  E  M  P  F 
Intermediate selectivity 
β‐cas K29  4.4E‐3  I  N  K  K  I  E  K  F 
β‐cas R202#  2.5E‐3  G  P  V  R  G  P  F  P 
Low/zero selectivity 
α‐LA K79  1.4E‐5  S  C  D  K  F  L  D  D 
α‐LA K114  3.6E‐6  C  S  E  K  L  D  Q  W 
α‐LA K122  2.2E‐6  L  C  E  K  L  ‐  ‐  ‐ 
β‐cas K48  2E‐4  L  Q  D  K  I  H  P  F 





















P4  P3  P2  P1  P1'  P2'  P3'  P4' 
High selectivity 
α‐LA R10  2.7E‐3  E  V  F  R  E  L  K  D 
α‐LA K58  2.2E‐3  I  N  N  K  I  W  C  K 
α‐LA K94  1.6E‐3  C  V  K  K  I  L  D  K 
α‐LA K5  1.3E‐3  Q  L  T  K  C  E  V  F 
α‐LA K16  1.3E‐3  K  D  L  K  G  Y  G  G 
α‐LA K108  1.2E‐3  L  A  H  K  A  L  C  S 
β‐cas R25  6.4E‐2  S  I  T  R  I  N  K  K 
β‐cas K28  5.6E‐2  R  I  N  K  K  I  E  K 
β‐cas K97  5.3E‐2  G  V  S  K  V  K  E  A 
β‐cas K169  1.9E‐2  S  Q  S  K  V  L  P  V 
β‐cas K176  1.4E‐2  V  P  Q  K  A  V  P  Y 
β‐cas K105  1.2E‐2  M  A  P  K  H  K  E  M 
β‐cas R183  1.0E‐2  Y  P  Q  R  D  M  P  I 
Intermediate selectivity 
α‐LA K98  8.5E‐4  I  L  D  K  V  G  I  N 
α‐LA K79  3.2E‐4  S  C  D  K  F  L  D  D 
α‐LA K93  3.2E‐4  M  C  V  K  K  I  L  D 
β‐cas K32  9.0E‐3  K  I  E  K  F  Q  S*  E 
Low/zero selectivity 
α‐LA K13  2.3E‐4  R  E  L  K  D  L  K  G 
α‐LA K62  6.9E‐5  I  W  C  K  D  D  Q  N 
α‐LA K114  3.6E‐6  C  S  E  K  L  D  Q  W 
α‐LA K122  2.2E‐6  L  C  E  K  L  ‐  ‐  ‐ 
β‐cas K107  7.4E‐4  P  K  H  K  E  M  P  F 
β‐cas K48  7.0E‐4  L  Q  D  K  I  H  P  F 
β‐cas K113#  8.0E‐5  P  F  P  K  Y  P  V  E 
β‐cas K29  7.1E‐5  I  N  K  K  I  E  K  F 
β‐cas K99  5.1E‐5  S  K  V  K  E  A  M  A 
β‐cas R202#  3.8E‐5  G  P  V  R  G  P  F  P 











High selectivity  All others  K/R  19/21 
Intermediate or 
low/zero selectivity  DE  K/R  5/7 
Total 24/28 
Human trypsin
Categories  Binding sites P2  P1  P1’
High selectivity  All others  K/R  All others  10/14 
Intermediate or 
Low/zero selectivity 
DE  K/R  All others  6/15 
All others  K/R  DE  4/15 





















































[13] C.I.  Butré,  Introducing  enzyme  selectivity  as  a  quantitative  parameter  to  describe  the  effects  of 































peptides  during  enzymatic  protein  hydrolysis,  Biochimica  et  Biophysica  Acta  ‐  Proteins  and 
Proteomics, 1854 (2015) 987‐994. 
[25] M.M.  Vorob'ev,  E.A.  Paskonova,  S.V.  Vitt,  V.M.  Belikov,  Kinetic  description  of  proteolysis.  Part  2. 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































DH1.5  DH3  DH4.5  DH6  DH7.5  DH9  DH10  DH1  DH2  DH3  DH4  DH5  DH6.3 
[1‐5]  7.8  22.4  37.2  51.2  53.2  57.6  59.0  [1‐5]  6.6  13.6  22.7  46.6  49.4  57.3 
[1‐10]  5.3  3.0  1.5  ‐  ‐  ‐  ‐  [1‐10]  17.9  22.0  16.7  10.6  2.0  ‐ 
[1‐13]  0.5  0.5  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [1‐13]  0.6  0.5  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[1‐16]  0.6  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [1‐16]  0.6  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[1‐58]  14.1  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [1‐58]  6.8  5.1  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[1‐123]  42.3  26.8  10.4  8.4  4.4  2.2  ‐  [1‐123]  33.3  22.4  17.2  11.2  7.2  5.5 
[6‐10]  3.6  6.8  9.0  8.6  4.7  4.8  4.6  [6‐10]  7.2  16.1  27.0  61.0  69.8  83.6 
[6‐13]  1.6  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [11‐13]  4.1  6.9  9.4  18.2  33.0  45.4 
[11‐13]  6.3  14.7  29.3  45.8  54.8  63.7  66.5  [11‐16]  9.6  17.9  23.1  27.9  15.0  11.7 
[11‐16]  15.6  24.2  22.6  25.3  24.3  23.3  28.4  [11‐123]  0.4  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[11‐62]  ‐  10.5  19.0  ‐  ‐  ‐  ‐  [14‐16]  ‐  2.0  5.2  17.5  33.1  42.9 
[14‐16]  4.4  10.4  24.7  45.2  54.3  60.4  61.9  [14‐58]  ‐  ‐  1.2  ‐  ‐  ‐ 
[17‐58]  ‐  13.9  26.6  40.1  14.6  13.0  11.3  [17‐58]  9.0  20.7  29.5  36.7  36.4  40.4 
[54‐58]  2.7  3.3  6.2  9.2  11.8  17.0  20.4  [17‐123]  0.6  1.3  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[59‐93]  1.6  9.9  18.4  18.6  29.3  16.8  18.2  [59‐68]  ‐  ‐  ‐  ‐  3.4  4.5 
[59‐94]  1.7  6.1  6.1  0.6  ‐  ‐  ‐  [59‐79]  0.4  1.7  4.8  17.6  27.0  28.7 
[63‐108]  ‐  17.6  25.4  23.5  12.3  12.9  13.8  [59‐93]  1.9  5.5  5.2  3.9  3.1  4.5 
[63‐113]  ‐  ‐  ‐  7.6  13.9  15.6  8.5  [59‐94]  4.6  10.9  12.3  4.8  0.5  0.2 
[63‐123]  ‐  ‐  ‐  4.2  8.4  ‐  ‐  [59‐123]  3.1  1.7  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[80‐93]  ‐  1.3  1.4  2.6  3.8  4.4  5.2  [63‐79]  ‐  ‐  ‐  1.5  4.3  6.4 
[80‐94]  0.7  1.1  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [63‐93]  ‐  ‐  ‐  0.5  ‐  ‐ 
[80‐119]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  6.7  9.2  [69‐79]  ‐  ‐  ‐  ‐  6.7  9.8 
[94‐98]  1.8  5.9  10.7  13.7  11.4  5.4  ‐  [80‐93]  2.6  3.4  4.6  22.4  40.1  49.0 
[94‐108]  3.3  5.6  5.4  5.7  8.2  6.4  4.5  [80‐94]  ‐  1.0  2.9  6.6  3.2  3.3 
[95‐98]  4.6  8.1  14.9  32.1  44.6  61.8  65.2  [94‐98]  1.5  4.4  8.4  14.8  13.7  15.9 
[95‐108]  1.0  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [94‐108]  1.6  2.7  1.6  ‐  ‐  ‐ 
[95‐123]  5.6  13.0  17.1  8.4  3.5  4.6  4.9  [95‐98]  ‐  5.4  13.1  41.9  54.3  57.6 
[99‐103]  3.0  3.5  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  [95‐108]  2.9  8.9  11.5  4.0  0.5  0.3 
[99‐108]  ‐  ‐  ‐  ‐  3.1  6.2  8.2  [95‐123]  6.3  6.3  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[109‐123]  2.1  9.4  19.3  36.1  43.3  43.3  43.0  [99‐108]  1.1  6.6  18.2  41.1  45.5  51.5 
[115‐123]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  5.9  8.2  [109‐123]  2.7  8.2  12.6  16.9  16.5  14.0 
















DH1.5  DH3  DH4.5  DH6  DH6.7  DH1  DH2  DH3  DH4  DH5  DH5.2 
[1‐25]  2.7  6.1  15.1  16.9  12.2  [1‐25]  24.2  33.1  32.7  32.8  29.3  13.6 
[1‐28]  10.4  11.6  2.7  ‐  ‐  [1‐28]  1.7  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[1‐29]  2.8  2.1  ‐  ‐  ‐  [1‐29]  2.5  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[26‐28]  2.6  11.1  31.6  29.4  30.1  [26‐28]  15.4  24.7  31.0  32.5  32.6  34.6 
[26‐29]  ‐  ‐  ‐  3.7  ‐  [26‐29]  ‐  ‐  ‐  ‐  2.5  3.7 
[26‐32]  1.9  3.3  ‐  ‐  ‐  [26‐209]  5.0  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[29‐32]  3.2  7.6  30.9  32.1  32.1  [29‐32]  ‐  ‐  1.9  8.9  30.4  12.5 
[29‐97]  29.2  29.1  ‐  ‐  ‐  [29‐48]  ‐  ‐  ‐  1.0  1.3  0.9 
[30‐32]  ‐  ‐  ‐  3.4  12.9  [29‐97]  22.2  33.0  25.2  24.6  ‐  ‐ 
[30‐48]  ‐  ‐  ‐  1.8  0.5  [29‐209]  3.3  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[33‐48]  ‐  ‐  1.4  13.6  32.9  [30‐32]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  24.8 
[33‐99]  ‐  ‐  24.9  13.1  ‐  [30‐48]  ‐  ‐  ‐  ‐  2.5  1.2 
[49‐56]  ‐  ‐  ‐  ‐  1.1  [33‐48]  ‐  ‐  ‐  0.8  13.8  30.2 
[49‐68]  ‐  ‐  ‐  3.8  8.1  [49‐68]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  1.8 
[69‐97]  ‐  ‐  ‐  12.5  30.6  [49‐97]  ‐  ‐  ‐  ‐  23.9  21.3 
[98‐105]  20.0  24.1  23.8  11.4  ‐  [49‐119]  ‐  ‐  3.8  3.1  ‐  ‐ 
[98‐113]  ‐  ‐  0.6  ‐  ‐  [53‐68]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0.3 
[100‐105]  14.0  18.5  21.5  31.3  44.6  [69‐97]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  3.9 
[100‐107]  1.8  ‐  ‐  ‐  ‐  [95‐141]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  11.4 
[106‐113]  4.6  9.1  24.4  11.5  ‐  [98‐105]  2.0  9.4  23.9  24.8  15.8  ‐ 
[106‐169]  11.5  14.5  ‐  ‐  ‐  [98‐209]  11.2  4.4  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[108‐113]  ‐  4.1  16.5  37.2  44.7  [100‐105]  ‐  4.0  13.1  17.0  26.2  43.1 
[108‐169]  13.0  15.0  ‐  ‐  ‐  [100‐107]  ‐  2.5  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[114‐163]  ‐  ‐  ‐  ‐  7.0  [100‐209]  5.0  2.1  ‐  ‐  ‐  ‐ 
[114‐169]  ‐  ‐  28.2  29.2  20.2  [106‐113]  ‐  ‐  ‐  ‐  11.4  ‐ 
[142‐169]  ‐  ‐  ‐  ‐  1.3  [106‐169]  ‐  16.4  17.2  14.5  8.3  ‐ 
[164‐169]  ‐  ‐  ‐  ‐  6.3  [106‐209]  4.0  2.7  1.7  ‐  ‐  ‐ 
[170‐176]  22.0  37.7  38.2  45.4  44.7  [108‐113]  ‐  ‐  ‐  ‐  24.3  49.7 
[170‐183]  8.2  5.6  ‐  ‐  ‐  [108‐169]  ‐  5.8  11.1  16.9  ‐  ‐ 
[170‐209]  7.6  ‐  ‐  ‐  ‐  [114‐169]  ‐  ‐  ‐  ‐  25.4  30.5 
[177‐183]  14.5  32.1  33.8  44.0  45.0  [142‐169]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0.5 
[177‐209]  11.0  3.9  ‐  ‐  ‐  [170‐176]  2.0  7.5  27.0  43.3  45.6  46.0 
[184‐202]  ‐  ‐  12.0  34.1  30.6  [170‐183]  2.0  3.3  2.6  ‐  ‐  ‐ 
[184‐209]  12.2  26.9  18.0  ‐  ‐  [170‐209]  2.2  12.8  3.4  ‐  ‐  ‐ 
[203‐209]  ‐  ‐  12.2  31.4  39.2  [177‐183]  1.9  6.3  23.8  41.8  44.4  43.5 
            [177‐209]  2.0  7.5  4.7  1.0  ‐  ‐ 
            [184‐202]  ‐  ‐  ‐  5.0  14.3  34.7 
            [184‐209]  1.8  5.7  19.0  29.7  25.4  ‐ 
            [191‐202]  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  8.1 







One difference  in  the published methods  for  in vitro protein digestion  is  the used  substrate 
concentration. This may affect  the outcome due  to  the  fact  that  the experimental maximum 
degree of hydrolysis (DHmax,exp) by several enzymes, e.g. Bacillus licheniformis protease (BLP), was 

























One  of  the  differences  in  published methods  for  in  vitro  protein  digestion  is  the  substrate 


























higher  substrate  concentrations  6. According  to  the  Linderstrøm‐Lang  theory,  the amount of 
remaining  intact  proteins  as  a  function  of DH  illustrates  the  enzyme  affinity  towards  intact 























activity of the hydrolysates  18. This change  in ACE  inhibition can perhaps be the result of the 
different inhibiting peptides in the hydrolysates due to the different hydrolysate compositions. 
Besides ACE,  inhibitory peptides  for dipeptidyl peptidase  IV  (DPP‐IV) have also been  found  in 
many protein hydrolysates. For example, changing the temperature, time and E:S of the milk 




enzyme used  in  that hydrolysis, adding  fresh enzyme  to  the hydrolysate  should  increase  the 

































trypsin‐1  (further  referred  to  as  bovine  trypsin,  BT,  T1426)  and  porcine  trypsin‐1  (further 
referred  to  as  porcine  trypsin,  PT,  T0303),  bovine  α‐chymotrypsin  (further  referred  to  as  
α‐chymotrypsin, CT, C3142) and aprotinin (A6279) were purchased from Sigma‐Aldrich (St. Louis, 
MO,  USA).  Recombinant  human  trypsin‐2  (further  referred  to  as  human  trypsin,  HT)  was 
purchased from Shanghai Yaxin Biotechnology Co., Ltd (Shanghai, China). Bacillus licheniformis 
protease  (BLP)  (batch  NS‐37005)  was  provided  by  Novozymes  (Bagsvaerd,  Denmark).  The 
properties of the 5 enzymes, including the protein content and purity, were determined (Table 
5.1). All enzymes were essentially salt‐free and freeze‐dried. The three trypsins did not contain 
α‐chymotrypsin, and  the  α‐chymotrypsin did not  contain  trypsin, as determined by  reversed 
phase  ultra‐high  performance  liquid  chromatography  coupled with mass  spectrometry  (RP‐
UPLC‐MS).  According  to  the  specification  from  the manufacturers,  the  enzyme  activities  of 
bovine, porcine and human trypsins were ≥10,000, 13,000‐20,000 and ≥7500 benzoyl‐L‐arginine‐
ethyl‐ester  units/mg  protein,  respectively.  The  α‐chymotrypsin  was  specified  to  have  ≥40  






















BT  P00760  5.97  80 %  100  KR  13  10.7  7.0 
PT  P00761  5.84  86 %  100  KR  13  10.7  10.8 
HT  P07478  5.98  77 %  100  KR  13  10.7  8.2 
CT  P00766  5.99  86 %  100  FLY4  21  17.2  9.3 






















































3 h. The added volume of NaOH  in each control experiment was subtracted  from  the added 





reach a molar  ratio of α‐chymotrypsin  to aprotinin of 1:3. To confirm  the  inactivation of  the 





pH was  re‐adjusted  to pH 8 with NaOH before storage at  ‐20  °C  27. The maximum degree of 




(2)    )tDHk/(DHDH%DH conc.enzyme,fitmax,conc.enzyme,hydrconc.enzyme,fitmax,conc.enzyme,fitmax,conc.enzyme,exp  1  
where  the  superscript  refers  to  the  enzyme‐substrate  concentration  combination.  For  each 
enzyme, the highest  conc.enzyme,fitmax,DH  of the hydrolysis reached (for any of the concentrations) at an 
E:S of 1:100 was taken as the  enzymemaxDH  of the hydrolysis by that enzyme. Based on the  enzymemaxDH , 
the percentage of efficiently hydrolysed CSs in α‐LA by each enzyme (also referred to as the high 
selectivity sites, abbreviated as HSSs) could be estimated using equation 3 10.  









of p‐nitroaniline  from  the Nα‐Benzoyl‐L‐arginine‐4‐nitroanilide hydrochloride  (BAPNA) during 
incubation with trypsins. The release of p‐nitroaniline was measured in a 96 well plate using a 



















































using DH/ enzymemaxDH  [%].  For  hydrolysis  by  each  enzyme,  the  percentages  of  remaining  intact 
protein  as  a  function  of DH/ enzymemaxDH  for  the  theoretical  scenarios  of  zipper  and  one‐by‐one 
hydrolysis mechanisms were calculated using equation 5 and 6, respectively.  
(5)    enzymeenzymezipper
max
DH
DHHSS#%%intact  100  







maxDH using  equation  3.  Assuming  that  the  enzyme  affinities  towards  all  peptides  were 

















maxP  [%]. Because the hydrolysis by each enzyme also had a different  intactmaxP , the Pintact was also 
normalised using Pintact/ intactmaxP  [%]. Therefore, the changes in hydrolysis mechanism by different 

















porcine  trypsins,  or  α‐chymotrypsin  increased  with  an  increasing  substrate  concentration 






































































































































reached by  the  three  trypsins were previously explained by  their differences  in  the enzyme 
selectivity (Chapter 4). Both bovine and human trypsins were reported to be hindered by the 
charged  AAs  surrounding  the  CSs, while  porcine  trypsin was  less  sensitive  to  charged  AAs 












































For the overall hydrolysis rate constants ( conc.   /HT/CT, /PTBT fitmax,k ), the effect of substrate concentration 
on hydrolysis by  the  three  trypsins and α‐chymotrypsin was similar as  for  the  conc.T,BT/PT/HT/Cfitmax,DH  
(Figure 5.3B). Only for hydrolysis by BLP, the  conc.BLP,fitmax,DH  decreased with an increasing substrate 
concentration,  while  the  concBLP,DHk  increased  with  an  increasing  concentration.  This  was  in 



















With  an  increasing  substrate  concentration,  the  Pintact  of  bovine  tryptic  hydrolysis  increased 
(Figure 5.4A). For BLP hydrolysis, the Pintact decreased with an increasing substrate concentration 
(Figure 5.4E), which was the opposite of the bovine tryptic hydrolyses. However, because the 



































































































Second addition of enzyme



























of  α‐LA  hydrolysis  by  bovine,  porcine  and  human  tryptins,  α‐chymotrypsin,  or  BLP  with  substrate 
concentrations of 0.05 % to 10 %.  
Conc.[%] 












0.05  ‐  ‐  8.1  0.20  7.1  0.25  ‐  ‐  ‐  ‐ 
0.1  1.5  0.10  9.1  0.16  7.5  0.20  5.9  ≥0.9  7.0  0.73 
0.5  5.3  0.19  9.8  0.16  8.2  0.20  7.1  ≥0.9  7.5  0.74 
1  6.4  0.22  10.8  0.16  8.1  0.20  8.2  ≥0.9  6.7  0.68 
2  ‐  ‐  8.9*  0.20  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
5  6.6  0.24  *  ‐  ‐  ‐  8.4  ≥0.9  4.8  0.59 








( conc.enzyme,fitmax,DH / enzymemaxDH )  (Figure 5.5). For bovine trypsin and BLP hydrolyses, a  linear correlation 
(R2=0.93) was found between the normalised DHmax,fit and the normalised Pintact (Figure 5.5A). 
This  suggested  that more  peptides with  inhibitory  activity  for  the  enzyme were  formed  in 
hydrolysis with a low Pintact. 
 





























































addition  of  bovine  trypsin  changed  the  hydrolysis mechanism,  the  percentage  of  remaining 


















times higher  than  the  CT/BLPmaxDH  of hydrolysis at an E:S of 1:100  (Figures 5.6D and 5.6E). This 




hydrolysed  by BLP.  In  conclusion,  to  overcome  the  low DHmax,exp  values  reached  due  to  the 
inhibitory peptides, adding fresh enzymes or having more enzymes initially in the system could 




















































































































This  work  is  supported  by  NanoNextNL,  a  micro  and  nanotechnology  consortium  of  the 




































[11]  A.  Fernández,  F.  Riera,  β‐Lactoglobulin  tryptic  digestion:  A model  approach  for  peptide  release, 
Biochemical Engineering Journal, 70 (2013) 88‐96. 
[12] S.C. Cheison, E. Leeb,  J. Toro‐Sierra, U. Kulozik,  Influence of hydrolysis  temperature and pH on  the 
selective hydrolysis of whey proteins by trypsin and potential recovery of native alpha‐lactalbumin, 
International Dairy Journal, 21 (2011) 166‐171. 
[13]  C.I.  Butré,  S.  Sforza,  H.  Gruppen,  P.A.  Wierenga,  Introducing  enzyme  selectivity:  A  quantitative 






[16]  S.  Maruyama,  H.  Mitachi,  H.  Tanaka,  N.  Tomizuka,  H.  Suzuki,  Studies  on  the  active  site  and 











































































































(AA) sequences are present. According  to  reported  results of synthetic peptides,  the peptide 
length  2,  and  the  type  (α/ε‐)  and number of  amino  groups  3,  4  could  influence  the  glycation 
kinetics.  It  is  unclear  how much  these  peptide  properties  and  the  hydrolysate  composition 
influence the glycation kinetics of peptides in hydrolysates. To answer this, this study aimed to 
follow the glycation kinetics of individual peptides in protein hydrolysates. 
In  literature,  it was suggested  that  the Maillard reaction occurs more  in hydrolysates than  in 
samples containing only intact proteins. For instance, for whey protein hydrolysate with a degree 
of  hydrolysis  of  9.3 %,  the  formed  advanced Maillard  products were  6  times more  than  in 
glycated whey protein isolate 1. However, in that study the Maillard reaction we evaluated by 






For  the Maillard  reaction, most  studies  did  not  focus  on  the  initial  stage  of  the  reaction 





























































































humidity  control  chamber HCP108  (Memmert,  Schwabach, Germany).  The  glycated  samples 





The  total number of  free amino groups of  the  samples  (DH0_G0‐8‐DH8_G0‐8) was determined 
using the OPA method 18. The samples were dissolved at a concentration of 0.5 % [w/v] in a 2 % 
[w/v] SDS solution. 5 μL of sample solution was added to 300 μL of OPA reagent solution and 
incubated  for  10 minutes.  The  experiments were  performed  in  a  96 well  plate  using  Tecan 
Infinite F500 (Tecan, Männedorf, Switzerland) to obtain the UV340 absorption of the samples. The 
measurements were performed  in  triplicate. A calibration curve was made with  leucine. The 
protein concentration of each sample was determined by the Dumas method. The total degree 
of glycation  (DG_TOPA) of  the hydrolysates was calculated using equation 1, adapted  from an 
equation published previously 19,  














Inc, Waltham, MA, USA).  The nitrogen‐protein  conversion  factor of  6.25  for non‐hydrolysed  
α‐LA was used,  calculated  from  the AA  composition  of  the  protein  (Uniprot  accession  code 
P00711).  Nitrogen‐protein  conversion  factors  of  6.27,  6.29,  6.31  and  6.33  were  used  for 








































UV absorbances of a dilution  series of non‐glycated and glycated  α‐LA  solutions with known 
concentrations (based on the Dumas results) 13. Therefore, the molar extinction coefficients of 
the glycated and non‐glycated peptides were assumed  to be  the  same. Due  to  the multiple 
reflection by the coating of the cell, the effective path length of the light through the cell is not 
the same as the length specified by the producer. To correct for this effect, the cell constant of 















(3)     %
AA#
AA annotated unique#% coverage  sequenceacid Amino
protein
100  
(4)     %
)peptides missing(AA#)peptides annotated(AA#
















































where #peptide bonds  is  the number of peptide bonds and Ci,t  [μM]  is  the  concentration of 
cleavage site products formed. i equals the sum of concentrations of all peptides of sequence [x‐
y], for which i=(x‐1) or i=y. The Ci,t can be calculated using equation 7.  





























Based on peptide analysis,  the  total DG  (DG_TMS) of a hydrolysate was determined using  the 
DG_Pav  and  Cpeptide,tot  in  the  hydrolysates  (equation  9),  and  compared  with  the  total  DG 
determined using the OPA method (DG_TOPA). 






(10)      01  av,  tkmaxav,   av DG_PeDG_P% DG_P g    
where both DG_Pav,max [%] and kg [s‐1] were fitting parameters. DG_Pav,0 [%]  is the DGav of the 









































































Peptides  #lysines  Length  Concentration of peptides in hydrolysates [µM] DH2_G0 (17)  DH4_G0 (20)  DH6_G0 (17)  DH8_G0 (13) 
[8‐11]  0  4  4.0  23.0  24.1  23.0 
[117‐121]  0  5  0.2  1.3  3.2  9.8 
[38‐46]  0  9  ‐  ‐  3.5  8.6 
[38‐49]  0  12  ‐  2.5  8.4  7.6 
[26‐49]  0  24  0.1  1.1  1.3  ‐ 
[122‐123]  1  2  8.6  27.7  23.0  20.2 
[12‐14]  1  3  ‐  ‐  2.9  7.8 
[1‐7]  1  7  10.9  27.1  21.5  19.0 
[8‐14]  1  7    0.6  1.0  ‐ 
[114‐121]  1  8  3.7  19.4  9.3  0.2 
[114‐123]  2  10  3.2  0.9  0.6  ‐ 
[12‐25]  2  14  0.4  4.6  29.3  37.1 
[57‐78]  2  22  ‐  ‐  ‐  0.5 
[12‐37]  2  26  ‐  0.3  3.7  0.2 
[12‐46]  2  35  ‐  0.6  1.7  ‐ 
[12‐49]  2  38  5.8  18.4  1.2  ‐ 
[8‐49]  2  42  5.8  1.1  ‐  ‐ 
[1‐49]  3  49  10.4  0.3  ‐  ‐ 
[79‐113]  5  35  ‐  ‐  1.5  4.7 
[50‐113]  6  64  3.7  19.7  21.4  15.3 
[50‐121]  7  72  1.7  0.5  ‐  ‐ 
[50‐123]  8  74  12.1  19.7  ‐  ‐ 
[8‐113]  8  106  1.6  0.7  ‐  ‐ 
[8‐121]  9  114  0.9  1.9  ‐  ‐ 




the  AA  sequence  coverage was  100 %  (Table  6.2).  The  peptide  sequence  coverages  of  the 
hydrolysates decreased from 99 % to 89 % with increasing DHstat values, and the molar sequence 
coverages ranged from 85 % to 58 %. The average peptide and molar sequence coverages were 






Samples  Average sequence coverage [%]  Samples  Average sequence coverage [%] 
Amino acid  Peptide  Molar  Amino acid  Peptide  Molar 
DH2_G0  100  99  80  DH2_G0‐8  100±0  99±0  85±6 
DH4_G0  100  94  85  DH4_G0‐8  100±0  93±0  77±7 
DH6_G0  100  92  67  DH6_G0‐8  100±0  91±2  70±4 
DH8_G0  100  89  58  DH8_G0‐8  100±0  89±0  62±3 















or  lactosylated protein/peptides were  found, showing  that  the non‐glycated samples did not 













system. A plateau value  for  the DGMS was previously also observed during  the glycation of 3 





















glycated α‐LA hydrolysates with a DHstat of 0  (), 2  (), 4  (), 6  () and 8  (×) %. The error bars were 
typically smaller than the size of the marker.  
Upon heating in the presence of D‐glucose for 0‐8 h, the total degree of glycation determined 
using  the OPA method  (DG_TOPA) of all  the glycated hydrolysates  increased  from 0  to ~55 % 
(Figure 6.3B). These values were similar to the results of the non‐hydrolysed α‐LA. This indicated 
that the created free α‐amino groups by hydrolysis did not have a major contribution to the total 
























































DH2_G0  DH2_G2  DH2_G4  DH2_G6  DH2_G8  Average  Stderr [%] 
[8‐11]  4.0  4.2  4.8  5.4  4.9  4.7±0.6  12 
[117‐121]  0.2  0.2  0.2  0.3  0.3  0.2±0.0  21 
[26‐49]  0.1  0.1  0.2  0.1  0.1  0.1±0.0  35 
[122‐123]  8.6  12.0  14.0  12.1  15.3  12.4±2.5  20 
[1‐7]  10.9  9.3  10.6  9.1  10.4  10.1±0.8  8 
[114‐121]  3.7  3.3  3.7  2.9  3.0  3.3±0.4  11 
[114‐123]  3.2  2.6  3.4  2.4  2.8  2.9±0.4  15 
[12‐25]  0.4  0.4  0.4  0.3  0.5  0.4±0.1  22 
[12‐49]  5.8  6.4  7.2  6.1  5.2  6.1±0.8  12 
[8‐49]  5.8  6.6  7.6  7.1  5.7  6.5±0.8  13 
[1‐49]  10.4  9.8  10.5  11.6  15.7  11.6±2.4  20 
[50‐113]  3.7  4.1  5.0  4.0  3.0  4.0±0.7  19 
[50‐121]  1.7  1.4  1.6  1.9  1.5  1.6±0.2  12 
[50‐123]  12.1  15.0  16.6  15.2  18.0  15.4±2.2  14 
[8‐113]  1.4  1.5  1.5  1.8  1.2  1.5±0.2  14 
[8‐121]  0.9  1.1  1.1  1.2  0.9  1.0±0.1  12 
[1‐123]  2.3  1.2  1.2  1.8  2.1  1.7±0.5  28 






































the  changes  in  DG_Pav  versus  glycation  time were  similar.  The  average  standard  errors  for 
DG_Pav,max and kg of the same peptides in different hydrolysates were both 14 %. From this, it 
was concluded that the glycation of peptides in hydrolysates was independent of the hydrolysate 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































leucine  as  the  C‐terminal AA  and  lysine  as  the N‐terminal AA.  In  literature,  peptide  KL was 
reported  to  have  the  highest  glycation  rate  among  11  dipeptides with  different AAs  as  the  
C‐terminal AA 12. For peptide α‐LA[12‐46], no explanation was found for the high kg value. 
Table 6.5: The clusters of peptides based on  the glycation rate constant  (kg) and  the maximum average 
degree of glycation (DG_Pav,max).  
Peptides  #Lys  Length  kg [10‐1 s‐1]  Cluster #kg  DG_Pav,max [%]  Cluster of #DG_Pav,max 
[8‐11]  0  4  2.5  1  13.0  1 
[117‐121]  0  5  2.7  1  15.9  1 
[38‐46]  0  9  2.3  1  14.5  1 
[38‐49]  0  12  1.6  2  11.5  1 
[26‐49]  0  24  1.1  2  9.1  1 
[122‐123]  1  2  6.0  3  36.4  3 
[12‐14]  1  3  2.6  1  26.9  2 
[1‐7]  1  7  2.8  1  23.0  2 
[8‐14]  1  7  2.5  1  30.5  2 
[114‐121]  1  8  1.9  2  33.2  3 
[114‐123]  2  10  2.3  1  42.0  4 
[12‐25]  2  14  0.9  2  36.1  3 
[57‐78]  2  22  1.8  2  38.6  3 
[12‐37]  2  26  2.0  2  45.9  4 
[12‐46]  2  35  4.5  3  35.2  3 
[12‐49]  2  38  2.6  1  39.7  3 
[8‐49]  2  42  2.3  1  36.4  3 
[1‐49]  3  49  2.3  1  45.1  4 
[79‐113]  5  35  1.5  2  56.0  5 
[50‐113]  6  64  1.7  2  56.8  5 
[50‐121]  7  72  2.6  1  58.1  5 
[50‐123]  8  74  2.2  1  54.0  5 
[8‐113]  8  106  2.0  2  51.9  5 
[8‐121]  9  114  1.9  2  53.0  5 






























































































maximum degree of glycation of  ε‐amino groups  (DGmax,ε‐NH2)  in each peptide was calculated 
using  equation  11.  It was  found  that  the DGmax,ε‐NH2  averaged  over  peptides  that  contained  






an equilibrium. This also  indicated that the glycation reactivity of each  lysine  in α‐LA was not 




DGmax,ε‐NH2 was much higher than  the DGmax,α‐NH2, the DG_Pav,max  increased with  the number of 
lysines on  the peptide  (#lysine/peptide)  (Figure  6.7C).  This  is because  for  the peptides  that 
contain more lysines, the low glycation reactivity of α‐amino group would have a smaller effect 
on  the  final DG_Pav,max.  This means  that  the  number  of  lysines  per  peptides  dominates  the 




of  lysine of  the peptide  is  the dominant property  that determines  the glycation of  individual 
peptides in a hydrolysate.  












an equilibrium. The  rate and extent of glycation of  individual peptides  in hydrolysates were 
CHAPTER 6 
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independent of  the hydrolysate  composition. For a peptide  in a hydrolysate,  the number of 




used  to predict  the extent of glycation of peptides  in hydrolysates based on  the amino acid 
sequences of the peptides.  
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Peptides  #lysines  Length  Concentration of peptides in hydrolysates (µM)  
DH2_G0‐8 (17)  DH4_G0‐8 (20)  DH6_G0‐8 (17)  DH8_G0‐8 (13) 
[8‐11]  0  4  4.7±0.6  21.1±1.3  23.3±2.0  22.6±2.2 
[117‐121]  0  5  0.2±0.0  1.5±0.3  5.6±2.2  12.9±2.5 
[38‐46]  0  9  ‐  ‐  2.9±0.4  7.8±1.8 
[38‐49]  0  12  ‐  2.3±1.1  9.2±2.8  0.04±0.01 
[26‐49]  0  24  0.1±0.0  1.3±0.2  1.3±0.2   
[122‐123]  1  2  12.4±2.5  30.4±5.8  24.7±7.6  16.9±3.1 
[12‐14]  1  3  ‐  ‐  2.8±0.4  8.3±1.0 
[1‐7]  1  7  10.1±0.8  21.6±3.3  19.4±1.7  17.4±3.8 
[8‐14]  1  7  ‐  1.0±0.4  1.1±0.4  ‐ 
[114‐121]  1  8  3.3±0.4  14.8±3.0  7.2±1.6  0.3±0.1 
[114‐123]  2  10  2.9±0.4  0.8±0.1  6.3±2.1  ‐ 
[12‐25]  2  14  0.4±0.1  3.1±0.9  18.8±6.3  22.9±8.6 
[57‐78]  2  22  ‐  ‐  ‐  1.0±0.2 
[12‐37]  2  26  ‐  0.3±0.1  3.2±1.1  0.7±0.3 
[12‐46]  2  35  ‐  0.6±0.2  1.7±0.9  ‐ 
[12‐49]  2  38  6.1±0.8  16.5±1.8  2.3±1.0  ‐ 
[8‐49]  2  42  6.5±0.8  0.5±0.1  ‐  ‐ 
[1‐49]  3  49  11.6±2.4  0.3±0.1  ‐  ‐ 
[79‐113]  5  35  ‐  ‐  1.6±0.4  2.1±0.2 
[50‐113]  6  64  4.0±0.7  19.7±1.9  23.0±3.0  16.6±0.8 
[50‐121]  7  72  1.6±0.2  0.4±0.1  ‐  ‐ 
[50‐123]  8  74  15.4±2.2  1.0±0.3  ‐  ‐ 
[8‐113]  8  106  1.5±0.2  0.5±0.1  ‐  ‐ 
[8‐121]  9  114  1.0±0.1  1.5±0.3  ‐  ‐ 

























This PhD  research  is one of  the  topics under project 05D02 “Ingredient  isolation” within  the 
theme “Food” of the Dutch consortium NanoNextNL. This section considers the risk analysis and 
technology  assessment  within  the  scope  of  this  thesis,  which  is  an  essential  part  of  the 
NanoNextNL programme. Risk analysis (RA) considers the issues of potential risks (of chemical 
substances)  to  human  or  environmental  health.  Technology  assessment  (TA)  concerns  the 
broader industrial and societal impacts of the technological innovations. A TA reflection towards 









of  protein  structural modifications  on  enzymatic  hydrolysis  by  digestive  enzymes, which  is 
extensively addressed in this thesis. By implementing the knowledge and conclusions obtained 
in this work, food and feed industries could ‐in the future‐ better control different processes to 
fine‐tune  the digestibility of  their products. Such  implementation could also  lead  to a better 
understanding of the relation between food  intake and health. Although a  lot of efforts have 
























0.1  %,  the  DHmax,exp  decreased  by  80  %.  Therefore,  it  is  challenging  to  state  for  different 













the  compounds  are  formed  at  what  time  during  the  hydrolysis  6.  The  molecular  level  of 
information allows to find the mechanism of how enzymes act on substrates. The focus is on the 
mode  of  action  of  the  enzymes  and  the  influence  of  the modifications  of  proteins  on  the 










final digestibility. Due  to  the high expenses of human enzymes,  the digestive enzymes  from 





































the  hydrolysis  should  be  integrated  to  the model  systems.  Both  experimental  analysis  and 
computational modelling need to achieve higher  levels. A computational simulation model to 
perform protein hydrolysis might be useful to reduce the complexity and the duration of the 














proving that a standard method  is  in urgent needs. Although  it  is a step forward towards the 
harmonization of in vitro protein digestion models, it should be noted that the outcome of this 
method is not the real protein digestibility in human bodies. The following problems were found: 



































































In  food  industry, enzymatic hydrolysis of proteins  is used  to produce protein hydrolysates as 
ingredients in food products. Moreover, using enzymatic hydrolysis as the alternative method to 
simulate the in vivo protein digestion is often of a high interest to food and feed industries. Some 



























DHmax,theo  is  the  theoretical maximum degree of hydrolysis based on  the enzyme  specificity, 
which is reported in the MEROPS database (https://www.ebi.ac.uk/merops/) 1 for most of the 
proteases. DHmax,theo  is calculated by dividing  the number of cleavage  sites  (#CS)  in a protein 







the  hydrolysis  experiment.  a  is  derived  from  the  enzyme  selectivity  towards  CSs  in  a 
protein, which  is the quantitative parameter that expresses the consequence of enzyme 
secondary specificity (equation 2). 
(2)     %
CS#
























































Substrate  Enzyme  a1 [%]  b2 [%]  m [%]  n3  qg4 
α‐lactalbumin 
 
Bovine trypsin‐1  47  40‐100  100  1  5.64∙DGav 
Porcine trypsin‐1  78  97‐123  100  1  9.36∙DGav 
Human trypsin‐2  53  98‐123  100  1  6.36∙DGav 
Bacillus licheniformis protease  71  74‐100  60  0  8.52∙DGav 
Bovine α‐chymotrypsin  59  100  57  1  7.08∙DGav 
Subtilisin A  30  ‐  100  0  3.60∙DGav 
β‐casein 
Bovine trypsin‐1  55  ‐  100  1  6.05∙DGav 
Porcine trypsin‐1  77  ‐  100  1  8.47∙DGav 
Human trypsin‐2  50  ‐  100  1  5.50∙DGav 




























































































m,  2)  taking  the  obtained  values  of  parameters  b  and  n  (Table  8.1)  and  3)  calculating 
parameter qg based on  the  values of a  and b.  To make  this graph  for hydrolysis by other 
enzymes,  the values of a, b and n needs  to be determined.  If parameters a and b cannot be 
predicted (as will be discussed later), the hydrolysis experiments by the enzyme with different 
substrate concentrations need to be performed. To determine parameter n, the hydrolysis of a 













the  values  of  parameters  a,  the  consequence  of  enzyme  secondary  specificity,  and  b,  the 
indication of the amount of inhibitory peptides, need to be determined. This raises the question 























by  analysing  the AAs  on  the  binding  site  positions  that  the  corresponding  subsite pocket  is 











specificity  should  come  from  the  subsite  of  the  enzyme.  Taking  the  three  trypsins  used  in 













the  subsite of  the enzyme and  the binding  site of  the CS on  the  substrate protein has been 






The Molecular Operating  Environment  (MOE)  software  (Chemical  Computing  Ltd. Montreal, 
Canada) has been commonly used to find the most favourable binding interaction based on the 
lowest simulated docking energy. For instance, the individual interaction between two peptides 



















and  the  aprotinin  (bovine pancreatic  trypsin  inhibitor) were  studied using X‐ray  9. However, 
during the hydrolysis, perhaps many inhibitory peptides are formed, and it is not sure whether 






















and  β‐cas  (Table  8.1).  β‐cas  is  a  random  coil  protein with  limited  secondary  and  tertiary 
structure 23. α‐LA can occur in a folded structure (referred to as the holo α‐LA) when a calcium is 
bound, and in a molten globule form (referred to as the apo α‐LA) when it is calcium depleted 24. 












with the DHmax,exp  (9.4 %)  (Figure 8.4A). The DHmax,pre values  for β‐LG hydrolysis by porcine or 
human trypsins were 8.8 % (Figure 8.4B) and 7.9 % (Figure 8.4C), respectively. These values had 




























































of  non‐glycated  holo  and  apo  α‐LA were  similar,  and  the  relations  between  glycation  and 
hydrolysis were  the same as  those of apo α‐LA  (Figure 8.5B).  In addition,  the hydrolysis  rate 
constants of holo α‐LA by both enzymes were not affected by glycation (data not shown), and 






































































































bovine  tryptic  hydrolysis  of  β‐LG  at  40‐50  °C while  these  peptides were  not  formed  in  the 
hydrolysis at a temperature lower than 40 °C 29. The a‐specific cleavage was previously found to 
be the autolytic degradation of certain intrinsically unstable peptides bonds, referred to as the 






















structure or  the system conditions were different  from  this  thesis. However,  these examples 
were  still  in  relatively  clean  systems, where  the  samples were  not  heavily modified  or  the 
hydrolysis was not with multiple enzymes. This raises the question whether the approach and 












of  the secondary reactions, protein cross‐links, such as  lysine‐arginine cross‐links  39, could be 













decrease  in parameter b (normalised pintact) due to the  low accessibility of CSs  induced by the 
protein aggregation. To separate the effects of soluble and insoluble aggregates, the aggregates 
























































during heating  induced unfolding of proteins, b was higher  in the heated proteins than  in the 
untreated  proteins, while  during  the Maillard  reaction  and/or  heating  induced  aggregation, 
parameter  b decreased with heating  time.  This  suggested  that perhaps  for  heating  induced 
unfolding  and  aggregation  of  proteins,  b would  reach  the  optimum when  the  proteins  are 





































































and  aggregated  samples  (AG3_80  and  AG6_80)  were  tested  in  the  sequential  hydrolysis 
experiment. For the sample AG8_50, the  increase  in DHmax,exp during pepsin and Flavourzyme 
hydrolysis was minor, but  for pancreatic hydrolysis,  the DHmax,exp was  lower  than  that of apo  
α‐LA (Figure 8.10B). The decrease in final DHmax,exp after the three‐step sequential hydrolysis was 
mostly due  to  the decreased DHmax,exp  in pancreatic hydrolysis  (Figure 8.10A). The additional 
aggregation in samples AG3_80 and AG6_80 resulted in hindering the pepsin hydrolysis (Figure 
8.10B), but had no  influences on  the pancreatin and  Flavourzyme hydrolysis.  For  these  two 
samples, the changes in the final DHmax,exp compared to sample AG8_50 were therefore mostly 
due to the changes in pepsin hydrolysis (Figure 8.10A). These results showed that once any type 
of modifications  hindered  one  of  the  digestive  enzymes  in  the  sequential  hydrolysis,  other 








































































































proteins  that  are modified  on  the  primary  structure. As  shown  by  additional  tests  and 
comparison with  data  from  literature,  the model  can  be  used  to  predict  the  extent  of 
hydrolysis for complex systems, e.g. where the substrate proteins are aggregated and the 
hydrolysis is performed with multiple enzymes. For enzymes that were not studied in this 
thesis,  the  model  can  be  used  to  set  up  the  guidelines  for  the  minimum  amount  of 
experiments needed for the prediction of the extent of hydrolysis. Of course there are parts 
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hydrolysis  (DHmax,theo), calculated by the content  (in % of number) of cleavage sites  (CSs) of a 
protease in a protein, did not match the experimental data reported in literature. Two possible 
explanations, the enzyme secondary specificity and the formation of inhibitory peptides during 


































specificity,  bovine  trypsin  selectivity  towards  67  %  of  CSs  in  β‐lactoglobulin  was  correctly 






the DHmax,exp  of  bovine  tryptic  hydrolysis  is much  lower.  In  Chapter  4,  this  observation was 
confirmed  in  hydrolysis  of  1 %  apo  α‐LA  and  1 %  β‐cas.  For  both  substrate  proteins,  large 
differences were  also  found between  the DHmax,exp  of  hydrolysis by human  trypsins  and  the 
DHmax,theo. This was explained by the fact that porcine trypsin efficiently hydrolysed ~78 % of the 
CSs, whereas bovine and human trypsins only efficiently hydrolysed ~47 % and ~53 % of the CSs, 
respectively. The predicted DHmax,pre based on  the enzyme  selectivity was ~4  times  closer  to 
DHmax,exp  than  the  prediction  based  on  enzyme  specificity  (DHmax,theo).  Preliminary  secondary 






the enzyme  selectivity. However,  for several proteases,  large variations  in  the DHmax,exp were 
found  to  result  from  changes  in  the  substrate  concentration  even  at  a  constant  enzyme  to 
substrate ratio (E:S). This indicated that, next to secondary specificity, another mechanism was 
involved  in  reaching  the DHmax,exp.  This mechanism  is described  in Chapter 5. Apo  α‐LA was 
hydrolysed by bovine, porcine and human  trypsins, bovine α‐chymotrypsin or BLP at various 
substrate concentrations. Hydrolysis by human trypsin was not sensitive to changes in substrate 




hydrolysis with  different  substrate  concentrations.  This  suggested  that  the  concentration  of 

















































industrial  ingredients, proteins are present  in different structural states. The extent  to which 
these factors can still be accounted for in the model was tested using data from literature and 
other experimental data. For this, the hydrolysis of globular, unfolded and aggregated proteins 



































































































































































on  protein    hydrolysis  by  lysine/arginine  and  non‐lysine/arginine  specific  proteases,  Food 
Hydrocolloids, 69 (2017) 210‐219. 
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